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En el presente trabajo se caracterizaron glicosil hidrolasas (GHs) y 
permeasas fúngicas implicadas en el metabolismo y transporte de azúcares, con 
dos aplicaciones diferentes: la producción de etanol y la síntesis de 
isomaltooligosacáridos (IMOS). Se han abordado tres objetivos específicos: 1) 
desarrollar un proceso eficiente de sacarificación y fermentación simultánea 
(SSF) de celulosa; 2) comparar distintas estrategias para la fermentación de 
celobiosa, paso crítico en la fermentación de celulosa; 3) sintetizar IMOS 
utilizando como material catalítico células de levadura que producen una-
glucosidasa de Aspergillus niger. 
En el proceso propuesto de sacarificación y fermentación simultánea 
celulosa, el material de partida (papel de filtro) se digirió con una preparación 
enzimática de Trichodema reesei, y se fermentó con una cepa recombinante de 
Saccharomyces cerevisiae (T500) que secreta una -glucosidasa de 
Saccharomycopsis fibuligera. La actividad -glucosidasa, deficitaria en el cóctel 
celulolítico de T. reesei, mejoró el progreso de la hidrólisis de la celulosa y la 
fermentación, ya que disminuye el efecto inhibitorio causado por la 
acumulación de celobiosa. Con este proceso se alcanzaron rendimientos de 
etanol por encima de 70 g/L. 
Se han comparado estrategias de hidrólisis extracelular o intracelular de 
celobiosa. Para ello, se utilizó la cepa T500 y nuevas cepas recombinantes 
generadas en este estudio. En una primera aproximación para la hidrólisis 
intracelular, se ensayaron tres -glucosidasas distintas y una permeasa de 
celobiosa de Penicillium oxalicum. En los transformantes resultantes, la tasa de 
crecimiento en celobiosa se vio limitada por -glucosidasas con baja actividad 
 
celobiasa, pero por encima de cierto valor de actividad el principal cuello de 
botella fue el transporte del azúcar. Por esta razón, buscamos nuevos 
transportadores de celobiosa procedentes de T. reesei. De 107 secuencias 
designadas como transportadores de azúcares en el genoma de T. reesei, se 
seleccionaron diez por su mayor similitud de secuencia con permeasas de 
celobiosa de otros hongos caracterizadas funcionalmente y se probaron 
experimentalmente. Solo una de ellas (Tr_StrC) fue capaz de facilitar el 
transporte de celobiosa y permitir el crecimiento de S. cerevisiae. Finalmente, 
se comparó la capacidad de fermentar celobiosa de los dobles transformantes 
de levadura, con capacidad de transportar e hidrolizar intracelularmente el 
disacárido, con la del transformante T500. La estrategia extracelular permitió 
una tasa de fermentación más rápida y mayores rendimientos de etanol en 
comparación con la estrategia intracelular. La cepa T500 también fue más 
eficiente en un sistema SSF de celulosa. 
Se han construido y analizado cepas recombinantes de S. cerevisiae que 
expresan un gen (aglA) que codifica una -glucosidasa de A. niger. Los 
transformantes de levadura produjeron actividad -glucosidasa 
extracelularmente, la mitad de la cual quedó asociada a células y la otra mitad 
fue liberada al medio de cultivo. Usando maltosa como único sustrato de 
partida, tras 8 h de incubación, el principal producto de transglicosilación fue 
panosa, pero tras 24 h el producto predominante fue isomaltosa. La isomaltosa 
también predominó a tiempos cortos de reacción, si en lugar de sólo maltosa se 
utilizaba de partida una mezcla de maltosa y glucosa. Para facilitar la síntesis de 
IMOS se diseñó un proceso en el cual las células de levadura pueden ser 
utilizadas directamente como material catalítico. Para ello, se expresaron en S. 
cerevisiae construcciones génicas del gen aglA fusionado con el gen de levadura 
SED1, en versión completa o truncada, que posee la secuencia GPI 
 
(glicosilfosfatidil inositol) de anclaje a pared celular. Las enzimas híbridas 
resultantes se fijaron de forma estable a la superficie celular. Las células 
provenientes de los cultivos recombinantes que expresan las construcciones 





In the present work, glycosyl hydrolases (GHs) and fungal permeases 
involved in the metabolism and transport of sugars were characterized, with two 
different applications: the production of ethanol and the synthesis of 
isomaltooligosaccharides (IMOS). Three specific objectives have been addressed 
in order to: 1) develop an efficient process of saccharification and simultaneous 
fermentation (SSF) of cellulose; 2) compare different strategies for cellobiose 
fermentation, a critical step in cellulose fermentation; 3) synthesize IMOS using, 
as catalytic material, yeast cells that produce Aspergillus niger α-glucosidase.  
Strategies for extracellular or intracellular hydrolysis of cellobiose have 
been compared. To this end, the T500 strain and new recombinant strains 
generated in this study were used. In a first approach for intracellular hydrolysis, 
three different β-glucosidases and a cellobiose permease from Penicillium 
oxalicum were tested. In the resulting transformants, growth rate in cellobiose 
was limited by β-glucosidases with low cellobiase activity, but above a certain 
activity value the main bottleneck was sugar transport. For this reason, we 
searched novel cellobiose transporters from T. reesei. Among 107 sequences 
designated as sugar transporters in the genome of T. reesei, ten were selected 
based on their higher sequence similarity with functionally characterized 
cellobiose permeases from other fungi and experimentally tested. Only one of 
them (Tr_StrC) was able to facilitate cellobiose transport and to allow growth of 
S. cerevisiae. Finally, the ability to ferment cellobiose of the double yeast 
transformants, capable of transporting and hydrolyzing the disaccharide 
intracellularly, was compared with that of the transformant T500. The 
extracellular strategy allowed a faster fermentation rate and higher ethanol 
 
yields compared to the intracellular approach. The T500 strain was also more 
efficient in a cellulose SSF system. 
Recombinant strains of S. cerevisiae expressing a gene (aglA) encoding 
an α-glucosidase from A. niger have been constructed and analyzed. The yeast 
transformants produced -glucosidase activity extracellularly, half of which was 
cell-associated and the other half was released into the culture medium. Using 
maltose as the only initial substrate, after 8 h of incubation, the main product of 
transglycosylation was panose, but after 24 h the predominant product was 
isomaltose. Isomaltose also predominated at short reaction times, if a mixture 
of maltose and glucose was used instead of maltose alone. In order to facilitate 
the synthesis of IMOS, a process was designed in which the yeast cells can be 
used directly as catalytic material. For this purpose, the aglA coding region was 
fused to full-length or truncated versions of the yeast gene SED1, containing the 
GPI (glycosylphosphatidyl inositol) sequence for anchoring to the cell wall, and 
expressed in S. cerevisiae. The resulting hybrid enzymes were fixed stably to the 
cell surface. Cells from the recombinant cultures expressing the aglA-SED1 





En aquest treball es van caracteritzar glicosil hidrolases (GHs) i 
permeases fúngiques implicades en el metabolisme i transport de sucres, amb 
dos aplicacions diferents: la producció d’etanol i la síntesi 
d’isomaltooligosacàrids (IMOS). S’han abordat tres objectius específics: 1) 
desenvolupar un procés eficient de sacarificació i fermentació simultània (SSF) 
de cel·lulosa; 2) comparar distintes estratègies per a la fermentació de 
celobiosa, pas crític en la fermentació de cel·lulosa; 3) sintetitzar IMOS utilizant 
com a material catalític cèl·lules de llevat que produeixen una-glucosidasa de 
Aspergillus niger. 
En el procés proposat de sacarificació i fermentació simultània 
cel·lulosa, el material de partida (paper de filtre) es va digerir amb una 
preparació enzimàtica de Trichodema reesei, i es va fermentar amb una soca 
recombinant de Saccharomyces cerevisiae (T500), la qual secreta una -
glucosidasa de Saccharomycopsis fibuligera. La activitat -glucosidasa, 
deficitària en el còctel cel·lulolític de T. reesei, va millorar el progrés de la 
hidròlisi de la cel·lulosa i la fermentació, ja que disminuiex l’efecte inhibitori 
causat per la acumulació de celobiosa. Amb aquest procés es van assolir 
rendiments d’etanol per damunt de 70 g/L. 
S’han comparat estratègies d’hidròlisi extracel·lular o intracel·lular de 
celobiosa. Per a això, es va utilitzar la soca T500 i noves soques recombinants 
generades en aquest estudi. En una primera aproximació per a la hidròlisi 
intracel·lular, s’assajaren tres -glucosidases distintes i una permeasa de 
celobiosa de Penicillium oxalicum. Als transformants resultants, la tasa de 
creixement amb celobiosa va estar limitada per -glucosidases amb baixa 
 
activitat celobiasa, però per damunt d’un cert valor d’activitat el principal coll 
d’ampolla va ser el transport del sucre. Per aquesta raó, cercàrem nous 
transportadors de celobiosa procedents de T. reesei. De 107 seqüències 
designades com a transportadors de sucres en el genoma de T. reesei, es van 
seleccionar deu per la seua major similitut de seqüència amb permeases de 
celobiosa d’altres fongs caracteritzades funcionalment i es van provar 
experimentalment. Només una d’elles (Tr_StrC) va ser capaç de facilitar el 
transport de celobiosa i permetre el creixement de S. cerevisiae. Finalment, es 
va comparar la capacitat de fermentar celobiosa dels dobles transformants de 
llevat, amb capacitat de transportar i hidrolitzar intracel·lularment el disacàrid, 
amb la del transformant T500. La estratègia extracel·lular va permetre una tasa 
de fermentació més ràpida i majors rendiments d’etanol en comparació amb la 
estratègia intracel·lular. La soca T500 també va ser més eficient en un sistema 
SSF de cel·lulosa. 
S’han construït i analitzat soques recombinants de S. cerevisiae que 
expresen un gen (aglA) que codifica una -glucosidasa de A. niger. Els 
transformants de llevat produiren activitat -glucosidasa extracelul·larment, la 
meitat de la qual va quedar associada a cèl·lules i l’altra meitat va ser alliberada 
al medi de cultiu. Utilitzant maltosa com a únic substrat de partida, després de 
8 h d’incubació, el principal producte de transglicosilació va serpanosa, però 
després de 24 h el producte predominant va ser isomaltosa. La isomaltosa 
també va predominar a tiemps curts de reacció, si en lloc de només maltosa 
s’utilizava de partida una combinació de maltosa i glucosa. Per a facilitar la 
síntesi de IMOS es va dissenyar un procés en el qual les cèl·lules de llevat poden 
ser utilitzades directament com a material catalític. Per a això, s’expresaren en 
S. cerevisiae construccions gèniques del gen aglA fusionat amb el gen de llevat 
SED1, en versió completa o truncada, el qual conté la seqüència GPI 
 
(glicosilfosfatidil inositol) d’ancoratge a paret cel·lular. Els enzims híbrids 
resultants es van fixar de forma estable a la superfície cel·lular. Les cèl·lules 
provinents dels cultius recombinants que expressen les construccions aglA-SED1 
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Los carbohidratos son las biomoléculas más abundantes de la naturaleza 
y suponen la vía de entrada del C inorgánico (en forma de CO2) a la biósfera. Sus 
funciones son almacenar energía y ser el componente estructural en la pared 
celular, en el exoesqueleto de artrópodos y en órganos de otros animales. Los 
carbohidratos son el componente principal de productos básicos de la dieta 
como maíz, arroz, trigo y patatas, pero también son abundantes en materiales 
vegetales no comestibles como algodón y madera. 
El papel asignado a los carbohidratos en la dieta humana ha ido variando 
desde ser considerados únicamente fuentes de energía a ser valorados como 
elementos clave en el desarrollo y mantenimiento de la microbiota intestinal 
(Porter & Martens 2017), papel a su vez muy importante en la prevención y 
tratamiento de enfermedades (Mima et al. 2017; Wang et al. 2017; Slavin 2013; 
Sekirov et al. 2010). En la industria no alimentaria sus aplicaciones también han 
ido ampliándose, desde las más tradicionales en empresas textiles y de papel 
hasta aplicaciones menos convencionales como la producción de 
biocombustibles (Favaro et al. 2017; Goldemberg 2008). 
La unidad estructural de los carbohidratos son los azúcares simples o 
monosacáridos. Los más abundantes son las pentosas y las hexosas, algunos de 
los cuales se pueden encontrar libres en la naturaleza, aunque más 
frecuentemente forman parte de carbohidratos más complejos. La D-glucosa, 
una hexosa, es un monosacárido fundamental para la vida por ser la principal 
fuente de energía para las células, y es también la base estructural de dos de los 
principales carbohidratos, almidón y celulosa (Ghazarian et al. 2011). 
Dependiendo de la orientación espacial de su carbono anomérico puede tener 
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una configuración o(Figura 1.1A,B), lo cual incide directamente en las 
propiedades físicas de la glucosa y del carbohidrato que a partir de ella se forme. 
Cuando los monosacáridos se conectan entre sí mediante enlaces O-
glicosídicos (enlaces covalentes entre la forma cíclica hemiacetal o hemicetal de 
un monosacárido y un grupo alcohol de otro azúcar) (Figura 1.1C), dan origen a 
carbohidratos más complejos. Dependiendo del grado de polimerización se 




Figura 1.1 Configuraciones y  de los monosacáridos y formación de un enlace 
glicosídico. El carbono 1 (anomérico) teóricamente puede formar enlaces glucosídicos 
con cualquiera de los grupos funcionales alcohólicos de otro monosacárido. (A) -D-
glucosa con sus carbonos numerados. (B) -D-glucosa. (C) Enlace glicosídico (1→4) 




Son el resultado de la unión de dos monosacáridos, iguales o diferentes, 
mediante un enlace O-glicosídico. Estos azúcares pueden ser reductores o no 
reductores dependiendo de si el carbono anomérico está libre o no, 
respectivamente (Ghazarian et al. 2011). Entre los disacáridos más importantes 
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desde el punto de vista de su abundancia e interés industrial están: lactosa, 
sacarosa, maltosa y celobiosa. 
La lactosa es el resultado de la unión de una -D-galactosa mediante un 
enlace (1→4) a una D-glucosa (Adam et al. 2004). Se encuentra en la naturaleza 
en la leche de los mamíferos y su interés en la industria alimentaria se centra en 
dos aspectos: su hidrólisis para la generación de productos sin lactosa 
destinados a consumidores con intolerancia a este azúcar, o su utilización como 
sustrato para la generación de oligosacáridos prebióticos como se describe más 
adelante. La sacarosa se forma por una D-glucosa unida mediante un enlace 
(1→2) a una -D-fructosa. En la naturaleza está presente en muchas plantas 
como por ejemplo la caña de azúcar, una materia prima usada a gran escala para 
la producción de etanol (Goldemberg 2008). Es de amplio uso en la alimentación 
humana como edulcorante, y en menor medida se utiliza como sustrato para la 
síntesis de prebióticos. Otros disacáridos relevantes son la maltosa y la 
celobiosa. Cuando una molécula de glucosa se une a otra mediante un enlace 
O-glucosídico (1→4) se forma maltosa, pero cuando el enlace es (1→4) se 
forma celobiosa (Figura 1.2). Tanto maltosa como celobiosa no se encuentran 
libres en la naturaleza, sino que aparecen como productos de hidrólisis del 




Figura 1.2 Representación de las moléculas de (A) maltosa y (B) celobiosa, cuya 
diferencia básica es la orientación espacial del enlace glucosídico. 




Están constituidos por cadenas cortas de monosacáridos que contienen 
entre 2 y 10 unidades, unidas por enlaces glicosídicos. Pueden ser lineales, 
ramificados o cíclicos. También se presentan unidos a péptidos y lípidos 
formando glicoproteínas y glicolípidos, respectivamente. Las características 
físicas y químicas de los oligosacáridos, y por ende sus aplicaciones, dependen 
del tipo de monómero, del tipo de enlace y del grado de polimerización (DP) 
(Weijers et al. 2008; Raman et al. 2005). 
Los oligosacáridos a nivel industrial se obtienen por procedimientos 
químicos o enzimáticos, a partir de la hidrólisis de polisacáridos o mediante la 
condensación de otros azúcares precursores con menor grado de 
polimerización. Las enzimas utilizadas son glicósido hidrolasas (GHs) y 
glicosiltransferasas (GTs) (Talens-Perales et al. 2016). 
Los oligosacáridos cumplen un papel importante en el reconocimiento 
biológico, en procesos como las interacciones célula-célula, las infecciones 
celulares por patógenos y la unión a toxinas, entre otros (Weijers et al. 2008). 
Desde el punto de vista industrial, los oligosacáridos despiertan interés en las 
áreas alimentarias y farmaceúticas por sus propiedades edulcorantes, 
gelificantes, antioxidantes y humectantes. Además, algunos de ellos son capaces 
de transportar y liberar fármacos, y otros tienen carácter prebiótico (Talens-
Perales et al. 2016). Los oligosacáridos prebióticos son aquellos que no son 
digeridos en el tracto gastrointestinal humano, sino que son fermentados por la 
microbiota del colón, estimulando selectivamente el crecimiento de bacterias 
beneficiosas y mejorando la salud del organismo hospedador (Louis et al. 2016). 
Existe una gran variedad química de oligosacáridos dependiedo del tipo de 
monosacáridos que los forman, del tipo de enlace y del grado de polimerización.  
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Entre los oligosacáridos destacan por su extensa penetración en la 
industria de alimentos los fructooligosacáridos (FOS) y los galactooligosacáridos 
(GOS). Los fructooligosacáridos son cadenas cortas de unidades fructosilo 
conectadas en muchos casos por su extremo reductor a una molécula de 
sacarosa. Las unidades fructosilo pueden estar conectadas entre sí por enlaces 
β(2→1) como en la 1-kestosa, o por enlaces β(2→6) como en la 6-kestosa. 
También existen FOS con los 2 tipos de enlaces como la bifurcosa. Otra 
alternativa es que la rama de fructosa esté conectada a través de un enlace 
β(2→6) al residuo de glucosa de la sacarosa como en la neokestosa (Vijn & 
Smeekens 1999). La producción por vía enzimática se consigue normalmente 
mediante síntesis a partir de sacarosa (Linde et al. 2012; Lafraya et al. 2011; Bali 
et al. 2015) o mediante la hidrólisis de inulina (Wang et al. 2016). Los FOS tienen 
efecto prebiótico (Kim et al. 2017), ayudan a reducir el estreñimiento (Closa-
Monasterolo et al. 2017; Sabater-Molina et al. 2009), tienen efecto 
antiinflamatorio e inciden en el metabolismo de lípidos (Merino-Aguilar et al. 
2014). 
Los galactooligosacáridos (GOS) son cadenas de D-galactosa con un 
grado de polimerización que varía entre 3 y 6 (Vera et al. 2016), unidas por 
enlaces β(1→3), β(1→4) o β(1→6) que en la mayoría de casos se conectan por 
su extremo reductor a una molécula de glucosa. Normalmente se obtienen por 
vía enzimática a partir de lactosa (Marín-Navarro et al. 2014). Tienen efecto 
prebiótico (Hong et al. 2016), estimulan el sistema inmune (Vulevic et al. 2015; 
Alizadeh et al. 2016), tienen efectos anti-adhesivos contra toxinas (Sinclair et al. 
2009) y patógenos (Shoaf et al. 2006), mejoran la absorción de minerales como 
el calcio (Takasugi et al. 2016; Weaver et al. 2011), alivian el estreñimiento y 
mejoran la función intestinal (Niittynen et al. 2007). Otros oligosacáridos 
derivados de la lactosa son los HMOS, que influyen en la mucosa neonatal y  
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en la inmunidad sistémica (Donovan & Comstock 2017). Las unidades 
estructurales son D-glucosa, D-galactosa, N-acetilglucosamina, L-fucosa y ácido 
siálico, unidas por distintos tipos de enlaces  y , (Grabarics et al. 2017; Bode 
2012) lo cual los convierte en un grupo muy heterogéneo desde el punto de vista 
químico. Esta complejidad dificulta su síntesis a nivel industrial, aunque a escala 
de laboratorio diferentes estrategias de síntesis enzimática han resultado 
exitosas para obtener distintos tipos de fucosil-oligosacáridos (Rodríguez-Díaz 
et al. 2011; Wada et al. 2008; Albermann et al. 2001). 
Además de FOS y GOS, derivados respectivamente de sacarosa y lactosa, 
existen otros oligosacáridos de interés creciente en los últimos años. Entre ellos 
se encuentran oligosacáridos derivados de la maltosa como los 
maltooligosacáridos y los isomaltooligosacáridos (IMOS), además de otros con 
una amplia diversidad química y funcional (Tabla 1.1). 
Los maltooligosacáridos son cadenas de D-glucosa unidas por enlaces 
(1→4), con un DP de 2 a 10, que se obtienen a partir de la hidrólisis del almidón 
(Pan et al. 2017), y se usan como edulcorantes (Hofman et al. 2016). Las 
ciclodextrinas (CDs) son maltooligosacáridos cíclicos con un DP de 6 a 12. Son 
producidas como resultado de la reacción de transglicosilación intramolecular 
(ciclación) durante la degradación del almidón. Dependiendo del número de 
residuos de glucosa pueden ser (6 unidades),  (7 unidades) o  (8 unidades) 
(Rajput et al. 2016). Las CDs mejoran la solubilidad de ciertas drogas, facilitando 
el transporte y la biodisponibilidad (Jansook et al. 2017). Además, se ha 
demostrado que las  CDs mejoran la viabilidad de la bacteria probiótica 
Lactobacillus rhamnosus GG (Singh et al. 2017). 
Los isomaltooligosacáridos son glucooligosacáridos que tienen en su 
estructura al menos un enlace (1→6), (1→3) o (1→2). La estructura de los 
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IMOS está caracterizada por el grado de polimerización (de 2 a 10 glucosas), los 
tipos de enlaces (-1→2, 3, 4 o 6) y por la proporción y posición de cada tipo de 
enlace (Goffin et al. 2011). En la Tabla 1.2 se muestran los IMOS lineales más 
abundantes y su estructura química. También se han descrito IMOS cíclicos 
como los cicloisomaltooligosacáridos (CIs) y ciertos tetraoligosacáridos cíclicos 
(CTS). Los CIs o ciclodextranos consisten en moléculas cíclicas de 7 a 12 unidades 
de glucosa unidas con enlaces (1→6) (Funane et al. 2008; Oguma et al. 1994; 
Funane et al. 2007a; Funane et al. 2007b). Los CIs son capaces de inhibir a la 
glucosil transferasa de Spreptococcus mutans evitando así la formación de 
glucano insoluble, lo que sugiere una función cariostática de los CIs (Funane et 
al. 2007a; Funane et al. 2007b). El CI de 10 unidades ha sido usado para formar 
complejos de inclusión, específicamente para estabilizar el colorante azul 
Victoria B (Funane et al. 2007b). Por otro lado, se han sintetizado CTS con 
distintos tipos de enlaces. La maltosilmaltosa cíclica (CMM) que consiste en 4 
glucosas unidas por enlaces alternos (1→4) y (1→6) (Mukai et al. 2006; Mukai 
et al. 2005), y un CTS formado por 4 glucosas unidas mediante enlaces alternos 
(1→3) y (1→6) (Aga et al. 2002; Nishimoto et al. 2002). 
Distintos estudios refuerzan el carácter prebiótico de los IMOS, ya que 
los enlaces glucosídicos presentes en su estructura no son fácilmente 
hidrolizados por las enzimas intestinales (Shi et al. 2016; Goffin et al. 2011), pero 
sí son metabolizados por bacterias de la microbiota intestinal como 
Lactobacillus y bifidobacterias. Un aspecto importante para la digestibilidad y 
metabolismo de los IMOS por la microbiota intestinal es el grado de 
polimerización y el ratio entre enlaces (1→4) y (1→6) (Hu et al. 2017; Hu et 
al. 2013; Ketabi et al. 2011). Además, los IMOS tienen un potencial uso como 
edulcorantes con bajo aporte calórico (Kohmoto et al. 1992). 
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Tabla 1.2 Isomaltooligosacáridos (IMOS) lineales 
 
NOMBRE ESTRUCTURA QUÍMICA 
Isomaltosa α-D-Glcp-(1→6)-α-D-Glcp 
Isomaltotriosa α-D-Glcp-(1→6)-α-D-Glcp-(1→6)-D-Glcp 
Isomaltotetraosa α-D-Glcp-(1→6)-(α-D-Glcp-(1→6))2- D-Glcp 
Panosa α-D-Glcp-(1→6)-α-D-Glcp-(1→4)-D-Glcp 
Glucosa - panosa α-D-Glcp-(1→6)-α-D-Glcp-(1→6)-α-D-Glcp-(1→4)-D-Glcp 








Son moléculas con un alto grado de polimerización, lineales o 
ramificadas. Al igual que los oligosacáridos sus propiedades dependen del tipo 
y número de unidades estructurales, así como del tipo de enlace que los una. 
Dos de los ejemplos más paradigmáticos son la celulosa y el almidón, 
polisacáridos formados únicamente por unidades de D-glucosa, unidas por 
enlaces (1→4) o (1→4), respectivamente. Esta única diferencia es la 
responsable de las distintas estructuras y funciones que presentan estos 
polisacáridos. 
El almidón está constituido por dos tipos de polímeros: la amilosa (15 - 
35 %), polisacárido lineal de unidades de glucosa conectadas por enlaces 
(1→4), y la amilopectina (65 - 85 %), que a partir del mismo esqueleto contiene 
ramificaciones de glucosa unidas por enlaces (1→6) cada 25 -30 monómeros 
(Figura 1.3A) (Magallanes-Cruz et al. 2017; Pérez & Bertoft 2010). Su función 
biológica es el almacenamiento de energía en las células vegetales, siendo el 
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principal componente de alimentos como el arroz o las patatas. Las hebras de 
amilosa son helicoidales, por lo que no pueden empaquetarse fácilmente y lo 
mismo ocurre con la amilopectina, al tratarse de una estructura ramificada. 
Como resultado, el almidón es un material de estructura amorfa, y aunque es 
insoluble en agua fría, puede sufrir procesos de gelatinización al subir la 
temperatura (Prestegard et al. 2017). La modificación enzimática del almidón, 
incluyendo la hidrólisis, para la obtención de azúcares fermentables u 
oligosacáridos funcionales es un proceso muy usado en la industria alimentaria 
(van Der Maarel & Leemhuis 2013) y no alimentaria. Uno de los ejemplos más 
importantes es la producción de etanol de primera generación a partir de 
almidón de maíz (Bothast & Schlicher 2005) o de la caña de azúcar, que genera 
cierta controversia porque la obtención de combustible compite con la 
producción de alimentos. 
La celulosa es un polímero lineal con función estructural, que constituye 
el principal componente de la pared celular vegetal. Las cadenas lineales de 
celulosa interaccionan unas con otras a través de puentes de hidrógeno para 
formar capas, y éstas a su vez interaccionan con otras mediante fuerzas de van 
der Waals para formar microfibrillas (Figura 1.3B) (Jordan et al. 2012). 
Dependiendo del nivel de orden y empaquetamiento pueden existir formas 
cristalinas y amorfas de celulosa, todas ellas altamente insolubles. Actualmente 
es de gran interés mejorar la eficiencia de la hidrólisis enzimática de celulosa 
para la obtención de azúcares fermentables (Druzhinina & Kubicek 2017; 
Dimarogona et al. 2012), cuyo principal uso es la producción de etanol de 
segunda generación, un combustible renovable que no compite con la 
producción de alimentos (Jansen et al. 2017; Favaro et al. 2017; Viikari et al. 
2012). En la naturaleza la celulosa normalmente se halla asociada a 
hemicelulosa y lignina. Desde el punto de vista de su abundacia y sus 
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aplicaciones industriales, además de la celulosa y el almidón, destacan otros 
polisacáridos relacionados, como la hemicelulosa y el dextrano. 
Las hemicelulosas también forman una parte importante de la pared 
celular vegetal junto con la celulosa. Dependiendo de la estructura del esqueleto 
central de la molécula se forman tres familias de hemicelulosas: xilanos, 
mananos y galactanos (Holtzapple 2003; Ren & Sun 2010). Los monómeros 
estructurales de las hemicelulosas son xilosa, manosa, glucosa, galactosa y 
arabinosa. Los residuos de glucosa, manosa y xilosa pueden estar acetilados. La 
glucosa también puede encontrarse funcionalizada como ácido urónico y como 
ácido urónico metilado. El xilano normalmente tiene una cadena principal de 
unidades de xilosa unidas por enlaces (1→4) con ramificaciones en las 
posiciones 2 o 3, que pueden ser de ácido D-glucorónico o su 4-O-metil éter, L-
arabinosa y/o varios oligosacáridos de D- xilosa, L-arabinosa, D- o L- galactosa y 
D-glucosa. Debido a la alta diversidad y complejidad de los xilanos la variedad 
de subproductos útiles que pueden generar es bastante amplia (Ren & Sun 
2010). Por otro lado, el manano es un polímero de hemicelulosa lineal de 
unidades de D-manosa unidas por enlaces β(1→4). Una variante de la molécula 
de manano es el glucomanano que se forma por unidades de D-glucosa y D-
manosa unidas por enlaces β(1→4). Existen variantes ramificadas de manano y 
glucomanano que son el galactomanano y el galactoglucomanano, 
respectivamente, con cadenas laterales (1→6)-D-galactopiranosa 
(Holtzapple 2003; Mano et al. 2017). El galactano o arabinogalactano es un tipo 
de hemicelulosa con un esqueleto central de moléculas de galactosa unidas 
mediante enlaces (1→3) y con cadenas laterales normalmente de arabinosa 
(Ren & Sun 2010). 
Otro polisacárido de interés por su uso como sustrato para la 





Figura 1.3 Estructuras de polisacáridos. (A) Almidón en sus dos formas, amilosa y 
amilopectina. (B) Celulosa. 
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moléculas de D-glucosa unidas con enlaces (1→6). Tiene ramificaciones cortas 
del mismo monómero unidas con enlaces (1→4), (1→2) o (1→3). Existen 
polisacáridos relacionados al dextrano como el mutano, alternano, reuterano y 
pululano. El mutano tiene un esqueleto central formado por enlaces (1→3) y 
ramificaciones con enlaces (1→6). En el alternano la cadena principal contiene 
enlaces alternos (1→3)/(1→6), y las ramificaciones se forman por enlaces 
(1→3). En el reuterano la cadena principal contiene enlaces alternos 
(1→4)/(1→6) (Gangoiti et al. 2017). El pululano se forma por moléculas de 
maltotriosa unidas de forma consecutiva por enlaces (1→6) (Gozu et al. 2016). 
Algunas enzimas que sintetizan dextrano pueden sintetizar mutano, alternano y 
reuterano, mientras que otras enzimas que hidrolizan dextrano podrían 
hidrolizar pululano. 
 
1.2 Glicosil hidrolasas 
 
Las glicosil hidrolasas (GHs), también llamadas glicosidasas, son un 
amplio grupo de enzimas que catalizan la hidrólisis del enlace glicosídico de los 














Según el Nomenclature Committee de la International Union of 
Biochemistry and Molecular Biology (NC-IUBMB), que clasifica y asigna un 
código EC (Enzyme Commision) a las enzimas según la reacción que catalizan, y 
en concordancia con la International Union of Pure and Applied Chemistry 
(IUPAC) a través de la IUPAC-IUBMB Joint Commission on Biochemical 
Nomenclature (JCBN), a las glicosil hidrolasas les corresponde el código EC 
3.2.1.X. Los tres primeros dígitos indican que son enzimas capaces de hidrolizar 
O- y S-glicósidos, y el cuarto número hace referencia al tipo de sustrato. Por 
ejemplo, el código EC 3.2.1.20 le corresponde a una -glucosidasa y el EC 
3.2.1.21 a una -glucosidasa (http://www.sbcs.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/). 
Cabe indicar que a una misma enzima le puede corresponder más de un código 
EC si es capaz de hidrolizar más de un tipo de sustrato o incluso catalizar más de 
un tipo de reacción. Por ejemplo, algunas enzimas pueden actuar como -
glucosidasas (EC 3.2.1.21) y -galactosidasas (EC 3.2.1.23), con cierta 
promiscuidad de sustrato. También es frecuente que ciertas glicosil hidrolasas 
catalicen reacciones de hidrólisis (3.2.1.X) y transglicosilación (2.4.1.X). 
Otra clasificación muy útil de las glicosil hidrolasas es de acuerdo con su 
homología de secuencia de aminoácidos, lo cual a su vez de forma indirecta 
implica una similitud estructural o de plegamiento de la proteína (Henrissat 
1991). En la base de datos Carbohydrate Active Enzyme (CAZy), las 
carbohidrasas y dentro de ellas las glicosil hidrolasas (GH) están organizadas en 
familias. Cada familia agrupa enzimas estructural y filogenéticamente 
relacionadas (Lombard et al. 2014). Actualmente el grupo de las GH abarca 153 
familias. 
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Las glicosil hidrolasas también se pueden clasificar como exo- o endo-, 
dependiendo de si son capaces de cortar el enlace glicosídico en el extremo o 
en enlaces internos de la cadena del polisacárido, respectivamente. Las GH exo- 




Figura 1.5 Glicosil hidrolasas según el sitio de hidrólisis en el sustrato 
 
1.2.2 Mecanismo de hidrólisis de las glicosil hidrolasas 
 
En términos generales la ruptura del enlace glicosídico de los 
carbohidratos es una hidrólisis ácida que requiere de dos aminoácidos 
catalíticos, que normalmente son residuos de ácido aspártico (Asp, D) o ácido 
glutámico (Glu, E). Los subsitios en una glicosil hidrolasa a los cuales se une el 
sustrato se etiquetan desde -n hasta +n (donde n es un número entero), -n 
representa el subsitio de unión al extremo no reductor y +n el correspondiente 
al extremo reductor. La ruptura del enlace glicosídico tiene lugar entre los 
subsitios -1 y +1 (Davies et al. 1997). Cada uno de los subsitios interacciona con 
los distintos residuos glicosídicos del sustrato, a un lado y otro (-n y +n) del 
enlace glicosídico (Figura 1.6). 
La hidrólisis puede ocurrir por un mecanismo de inversión o de 
retención dependiendo de si se invierte o se retiene la configuración del carbono 





Figura 1.6 Subsitios de unión a sustrato de una glicosil hidrolasa 
 
En las enzimas que utilizan un mecanismo de inversión los dos residuos 
catalíticos que actúan como ácido y base están bastante separados (9 – 9.5 Å) 
(Mccarter & Withers 1994). La ruptura del enlace glicosídico se da en un solo 
paso: el residuo ácido protona al oxígeno del enlace glicosídico y al mismo 
tiempo la molécula de agua es deprotonada por el residuo base de la enzima. El 
grupo hidroxilo resultante actúa como nucleófilo sobre el carbono anomérico 
del azúcar, lo cual termina en la ruptura del enlace y la liberación de un producto 
con una configuración opuesta al sustrato original (Davies & Henrissat 1995; 
Koshland 1953). En la Figura 1.7A se indica el mecanismo de hidrólisis por 
inversión de una -glucosidasa. 
En las enzimas que utilizan un mecanismo de retención, la distancia 
entre los dos residuos catalíticos es menor (4.5 - 5.5 Å) (Mccarter & Withers 
1994). En este caso uno de los residuos actúa como nucleófilo y el otro como 
ácido o base. La reacción ocurre en dos pasos. En un primer paso (glicosilación) 
el ácido/base (actuando como ácido) protona el oxígeno del enlace glicosídico, 




Figura 1.7 Mecanismos de hidrólisis del enlace glicosídico. (A) Inversión. (B) Retención. 
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y el nucleófilo ataca al carbono anomérico, rompiendo el enlace glicosídico y 
formando un intermediario covalente entre el glicósido y la enzima. En un 
segundo paso (deglicosilación) se rompe el enlace del intermediario enzima-
glicosilo por acción de una molécula de agua, que es deprotonada por el residuo 
ácido/base (actuando como base) y se libera el residuo glicosídico con la misma 
configuración que el sustrato original (Davies & Henrissat 1995; Koshland 1953). 
En la Figura 1.7B se indica el mecanismo de hidrólisis por retención de una -
glucosidasa. Cuando la ruptura del enlace del intermediario enzima-glicosilo es 
por acción de otra molécula con un grupo funcional OH, como por ejemplo otro 
azúcar, y no por una molécula de agua, se da lugar a un proceso de 
transglicosilación, generándose nuevos azúcares que pueden tener un mayor 
grado de polimerización y/o pueden estar constituidos por enlaces glicosídicos 
diferentes a los del sustrato original. Las dos reacciones 
(hidrólisis/transglicosilación) pueden coexistir en la misma enzima (Figura 1.8) y 
la competencia entre ellas depende básicamente de la naturaleza de la glicosil 
hidrolasa y de la concentración de sustratos en el medio. Esta capacidad 
transglicosilante de algunas glicosil hidrolasas es utilizada para la producción de 




Figura 1.8 Mecanismos de hidrólisis y transglicosilación en función de la molécula 
aceptora 
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1.2.3 Glicosil hidrolasas implicadas en la hidrólisis de celulosa 
 
1.2.3.1 Celulasas  
 
Las celulasas son glicosil hidrolasas que catalizan la hidrólisis del enlace 
(1→4) de la celulosa y de otros polisacáridos relacionados (Scheer et al. 2011). 
Las celulasas incluyen enzimas de tipo endo- y exo- denominadas 
endoglucanasas (EGs) y celobiohidrolasas (CBHs), respectivamente, que actúan 
directamente sobre la celulosa. A veces también se incluyen en este grupo las 
-glucosidasas, que se describen en detalle en el siguiente apartado, y que 
hidrolizan las celodextrinas y celobiosa que resultan de la actividad combinada 
de EGs y CBHs. 
Las endoglucanasas (EC 3.2.1.4) tienen un sitio de unión a sustrato tipo 
hendidura (Figura 1.9A), son capaces de hidrolizar aleatoriamente los enlaces 
internos de zonas amorfas y desordenadas de la celulosa (tienen baja actividad 
sobre celulosa cristalina), liberando glucosa, celodextrinas solubles y 
fragmentos insolubles de celulosa (Kricka et al. 2015; Zhang & Zhang 2013; 
Orłowski et al. 2015). Las endoglucanasas se encuentran distribuidas 
principalmente en las familias GH9, GH12, GH45 y GH6, aunque también se 
encuentran de forma minoritaria en las familias GH44, 51, 74 y 124. La mayoría 
de endoglucanasas tienen varios subsitios de unión a sustrato. Las enzimas de 
las familias GH9 y GH12 tienen al menos 6 subsitios que van desde -4 hasta +2 
(Henrissat 1991). 
Las celobiohidrolasas tienen un sitio catalítico tipo túnel (Figura 1.9B) 
con muchos subsitios de unión a sustrato. Son capaces de hidrolizar de forma 
procesiva celulosa cristalina o polisacáridos relacionados, desde el extremo 
reductor (EC 3.2.1.176) o no reductor (EC 3.2.1.91) liberando celobiosa (Kricka 
et al. 2015; Zhang & Zhang 2013; Shibafuji et al. 2014). Las que tienen actividad 
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desde el extremo reductor se encuentran en las familias GH7, 48 y 74, mientras 
que las que hidrolizan desde el extremo no reductor están incluidas en las 




Figura 1.9 Diferencias en la forma de los sitios catalíticos entre EGs y CBHs. (A) 
Endoglucanasa de Aspergillus niger (PBD:1KS5) (Khademi et al. 2002); (B) 
Celobiohidrolasa de Coprinopsis cinerea (PDB:3A9B) (Liu et al. 2010). 
 
Las endoglucanasas y celobiohidrolasas funcionan in vivo de forma 
coordinada junto con las -glucosidasas. Cabe indicar que esta acción conjunta 
de EGs y CBHs se ve facilitada en muchos microorganimos (bacterias y hongos 
anaerobios) que poseen complejos multienzimáticos denominados 
celulosomas. En estos complejos se asocian distintas enzimas (celulasas y 
xilanasas principalmente) que se ensamblan a través de proteínas no catalíticas 
(scaffoldins). La formación de este complejo maximiza la eficiencia del proceso 
celulolítico (Artzi et al. 2017). Además, en el proceso de celulolisis intervienen 
otras proteínas accesorias, no catalílicas, como la swollenin, proteína no 
hidrolítica disruptiva que induce la extensión de las paredes celulares vegetales 
debilitando las interacciones no covalentes que ayudan a mantener la integridad 
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de la pared (Gupta et al. 2016; Herpoël-Gimbert et al. 2008). En A. nidulans se 
ha descrito el papel de la proteína CltB como señalizadora de la presencia de 
celulosa en el medio (dos Reis et al. 2016). Recientes estudios con el hongo 
Trichoderma reesei indican una alta complejidad en la composición y en la 
función de la maquinaria celulolítica (Lehmann et al. 2016; Jalak et al. 2012). 
Las celulasas juegan un papel muy importante en las industrias 
biotecnológicas relacionadas con el uso de celulosa, como son las textiles, de 
alimentos y de forma especial las productoras de biocombustibles (Yan & Wu 
2014). En estas últimas, las celulasas tienen un papel clave en la conversión de 
la celulosa en azúcares fermentables pero su coste es un factor crítico en el 
proceso (Druzhinina & Kubicek 2017; Cao et al. 2015; Viikari et al. 2012; Klein-
Marcuschamer et al. 2012). 
Existen celulasas de origen bacteriano (Sethi et al. 2013; Gilkes et al. 
1991) y de origen fúngico. Las segundas, más utilizadas comercialmente, se 
obtienen frecuentemente a partir de estirpes genéticamente modificadas de 
Aspergillus niger, Trichoderma reesei y Trichoderma viride, entre otras. De estos 
organismos, T. reesei es el más reconocido por el poder celulolítico de sus 
enzimas (Druzhinina & Kubicek 2017; Bischof et al. 2016). T. reesei es la versión 
anamorfa (asexual) del ascomiceto filamentoso Hypocrea jecorina. Su capacidad 
de degradar materiales lignocelulósicos por acción de las celulasas que secreta 
es aprovechada a nivel industrial para producir principalmente biocombustibles 
(Bischof et al. 2016). La producción de celulasas por T. reesei no es constitutiva, 
sino que se induce en presencia de celulosa. Debido a que la celulosa es un 
polímero insoluble que no puede ser transportado como tal al interior celular, 
el mecanismo de inducción implica una baja expresión basal de enzimas que al 
entrar en contacto con la celulosa, producen las moléculas inductoras que 
activan el sistema de producción (Carle-Urioste et al. 1997). La soforosa 
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(disacárido de glucosa con un enlace (1→2)) es uno de los mejores inductores 
de la expresión de celulasas en T. reesei (Sternberg & Mandels 1979), y se forma 
a partir de la transglicosilación de celobiosa por la -glucosidasa Cel1A del 
mismo hongo (Guo et al. 2016a). La lactosa es otro inductor de la producción de 
celulasas por Trichoderma pese a que este no es su sustrato natural (Ivanova et 
al. 2013). 
 





% TOTAL DE 
PROTEINA 
Celobiohidrolasas 
Cel7A CBHI 7 40 - 60 
Cel6A CBHII 6 12 – 20 
Endoglucanasas 
Cel7B EGI 7 5 – 10 
Cel5A EGII 5 1 – 10 
Cel12A EGIII 12 < 1 – 5 
Cel45A EGV 45 < 5 
-glucosidasas Cel3A BGL1 3 1 – 2 
Xilanasas 
I  11 n.d 
II  11 n.d 
III  10 n.d 
IV  5 n.d 
-xilosidasa   3 n.d 
n.d: no determinado 
Modificado de Rosgaard et al. (2007) 
 
Entre las enzimas secretadas por Trichoderma reesei (RUT-C30) (Bischof 
et al. 2016), se han identificado 2 celobiohidrolasas, 4 endoglucanasas, 1 -
glucosidasa y otras enzimas xilanolíticas. El porcentaje aproximado de cada tipo 
de proteínas varía dependiendo de las condiciones de crecimiento y del medio 
de cultivo (Tabla 1.3) (Rosgaard et al. 2007; Gruno et al. 2004). En T. reesei se 
han identificado diez -glucosidasas, cinco extracelulares (Cel3A, Cel3B, Cel3E, 
Cel3F, Cel3G) y cinco intracelulares (Cel1A, Cel1B, Cel3C, Cel3D, Cel3H) (Guo et 
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al. 2016a; Treebupachatsakul et al. 2016), pero Cel3A es la única liberada al 
medio de cultivo (Karkehabadi et al. 2014; Woodward & Arnold 1981). Esta -
glucosidasa con un aporte de solo el 1 – 2 % del conjunto de enzimas secretadas 
por T. reesei, y su alta sensibilidad a la inhibición por glucosa (Ki = 0.5 mM con 
celobiosa como sustrato (Woodward & Arnold 1981)), es insuficiente para 
promover una hidrólisis efectiva de celobiosa, en su acción conjunta con EGs y 
CBHs. Esto limita la hidrólisis de celulosa ya que una pequeña acumulación de 
celobiosa en el medio provoca la inhibición de CBHs y EGs (Karkehabadi et al. 
2014; Rosgaard et al. 2007; Gruno et al. 2004). Se ha descrito que para Cel7A la 
concentración de celobiosa que reduce su actividad al 50 % (IC50) es de 0.4 – 0.7 
mM (Teugjas & Väljamäe 2013a). 
 
1.2.3.2 -glucosidasas (BGLs) 
 
Las -glucosidasas son glicosil hidrolasas que pertenecen al grupo EC 
3.2.1.21, hidrolizando desde el extremo no reductor -D-glucósidos de cadena 
corta, incluyendo disacáridos, oligosacáridos unidos con enlaces  y alquil y aril 
-D-glucósidos. Catalizan la hidrólisis del enlace glicosídico  por un mecanismo 
de retención y liberan β-D-glucosa (Tiwari et al. 2013; Scheer et al. 2011; Ketudat 
Cairns & Esen 2010). Dependiendo de las condiciones de reacción y de la 
naturaleza de cada enzima, pueden tener capacidad transglicosilante como es 
el caso de las -glucosidasas Cel3A (BGL1), Cel3B, Cel3E y Cel1A (BGL2) de T. 
reesei, que a partir de celobiosa generan celotriosa y glucobiosas isoméricas 
(gentiobiosa, soforosa y laminaribiosa). Las tres primeras enzimas sintetizan 
principalmente gentiobiosa mientras que Cel1A forma básicamente soforosa y 
laminaribiosa (Guo et al. 2016a). En base a homología de secuencia de 
aminoácidos, la mayoría de BGLs se agrupan en las familias GH1 y GH3, aunque 
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también se encuentran en las familias GH 2, 5, 9, 30, 39 y 116 (Henrissat 1991). 
La estructura tridimensional de las BGLs de la familia GH1 obedece a un 
clásico barril TIM (/)8 (Davies & Henrissat 1995). En la Figura 1.10A se muestra 
la estructura terciaria de la -glucosidasa A de Paenibacillus polymyxa (BGLA) 
perteneciente a esta familia (Sanz-Aparicio et al. 1998). Las BGLs de la familia 
GH3 son enzimas multidominio con una cierta variabilidad en la arquitectura 
modular. Los dominios comunes a todas ellas son un barril / y un / 
sándwich, en la interfase de los cuales se localiza el centro activo. Sobre esta 
estructura basal, en algunas enzimas se encuentran dominios adicionales con 
estructura tipo fibronectina (Ramírez-Escudero et al. 2016). En la Figura 1.10B 
se observa la estructura terciaria de una -glucosidasa de Trichoderma reesei 
(BGL1) que pertenece a la familia GH3 (Karkehabadi et al. 2014). Las dos familias 
presentan algunas diferencias funcionales. Por ejemplo, las BGLs de la familia 
GH1 son menos sensibles a la inhibición por glucosa (Yang et al. 2015a; de 
Giuseppe et al. 2014). En la Tabla 1.4 se listan -glucosidasas de las familias GH3 





Figura 1.10 Estructuras terciarias de -glucosidasas. (A) Barril TIM (/)8 de BGLA de 
Paenibacillus polymyxa, familia GH1, código PDB 1BGA. (B) BGL1 de Trichoderma reesei, 
familia GH3, código PDB 3ZYZ. En azul se muestra el barril /, en verde el / sándwich 
y en naranja el dominio de fibronectina. 
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Como ya se ha comentado, las -glucosidasas son esenciales para una 
eficiente hidrólisis de la celulosa, ya que al hidrolizar la celobiosa reducen su 
acumulación en el medio y evitan así la inhibición de las celobiohidrolasas y las 
endoglucanasas (Sørensen et al. 2013). Debido a este papel crítico de las BGLs 
en la degradación de la celulosa, se han desarrollado varias estrategias para 
superar la barrera que suponen estas enzimas en la celulolisis, como la adición 
exógena de BGLs a los cócteles enzimáticos (Del Pozo et al. 2012; Chen et al. 
2010a; Kumar & Wyman 2009; Idris et al. 2017), la expresión heteróloga de BGLs 
en organismos celulolíticos como Trichoderma reesei (Gao et al. 2017; Ma et al. 
2011; Dashtban & Qin 2012; Colabardini et al. 2016), la búsqueda de BGLs 
tolerantes a altas concentraciones de glucosa (Cao et al. 2015; Teugjas & 
Väljamäe 2013b) o la aplicación de ingeniería de proteínas para mejorar la 
actividad -glucosidasa (Yao et al. 2016), entre otras. 
 




Son glicosil hidrolasas que catalizan la hidrólisis del enlace (1→4) de 
los polisacáridos de -D-glucosa como el almidón o el glucógeno. Las amilasas 
tienen origen vegetal, animal o microbiano. Las enzimas microbianas, y en 
concreto las derivadas de hongos o bacterias, tienen mayor demanda y 
aplicación industrial debido a la facilidad en su producción y a su bajo coste 
(Saini et al. 2017). Las amilasas pueden ser del tipo , , , o multifuncionales. 
Las -amilasas (EC 3.2.1.1) catalizan la endohidrólisis del enlace (1→4), 
cortan de forma aleatoria polisacáridos que tengan tres o más unidades de 
glucosa y liberando dextrinas y oligosacáridos de configuración . Las -
amilasas pertenecen mayoritariamente a la familia GH13, pero también se las 
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encuentra en las familias 57 y 119 (Henrissat 1991). Las -amilasas de la familia 
GH13 actúan por un mecanismo de retención y en general son proteínas con 
tres dominios. El dominio catalítico (dominio A) tiene una estructura de barril 
(/)8, con una inserción en uno de los lazos que da lugar a un dominio de 
estructura irregular (dominio B) y en el extremo C-terminal se encuentra un 
dominio -sándwich (dominio C) (Figura 1.11A) (Janeček et al. 2014). Las -
amilasas (EC 3.2.1.2) catalizan la hidrólisis por un mecanismo de inversión, 
atacando por el extremo no reductor del polisacárido y liberando unidades 
sucesivas de -maltosa. Pertenecen a la familia GH14, cuyo dominio catalítico 
tiene también una estructura de barril (/)8 (Figura 1.11B). Las -amilasas o 
glucoamilasas (EC 3.2.1.3) actúan desde el extremo no reductor, al igual que las 
-amilasas, pero en lugar de maltosa liberan -D-glucosa. Algunas enzimas de 
este grupo también pueden romper los enlaces (1→6) (Scheer et al. 2011). Se 
encuentran en la familia GH15 y en menor medida en la GH97. Las enzimas de 
la familia GH15 utilizan un mecanismo de inversión y tienen la estructura de 
barril (/)6 (Figura 1.11C). 
Las amilasas multifuncionales son capaces de catalizar al menos dos de 
los siguientes 4 tipos de reacciones: (a) hidrólisis de los enlaces (1→4), (b) 
hidrólisis de los enlaces (1→6), (c) formación de enlaces (1→4) por 
transglicosilación y (d) formación de enlaces (1→6) por transglicosilación 
(Wang et al. 2010). Esta versatilidad de la amilasas mutifuncionales ha sido 
empleada en la producción de IMOS a partir de almidón (Cao et al. 2014). Las 
ciclomaltodextrin glicosiltransferasas (CGTasas) son un tipo de amilasas 
multifuncionales usadas para la formación de ciclodextrinas a partir de almidón 
(Reddy et al. 2017). 
 




Figura 1.11 Estructuras tridimensionales de amilasas. (A) -amilasa de Aspergillus 
oryzae, familia GH13 (PDB:2TAA). Los dominios A, B y C, se indican en azul, rojo y verde, 
respectivamente. (B) -amilasa de cebada, familia GH14 (PDB:2XFY). (C) -amilasa de 
Saccharomycopsis fibuligera, familia GH15 (PDB:2F6D). 
 
Las amilasas tienen diversas aplicaciones en las industrias de 
detergentes, textiles, papeleras, productoras de bioetanol y sobre todo en la de 
alimentos. En esta última catalizan la producción de azúcares fermentables 
necesarios para la elaboración de pan o cerveza, favorecen la obtención de 
mezclas de oligosacáridos, jarabes de glucosa, fructosa o maltosa, etc. (Saini et 
al. 2017; van Der Maarel et al. 2002). Otro uso de las amilasas, normalmente en 
conjunto con glicosil hidrolasas con capacidad transglicosilante, es en la 
producción de isomaltooligosacáridos (Chockchaisawasdee & Naiyatat 2013). 
 
1.2.4.2 -Glucosidasas  
 
Son glicosil hidrolasas catalogadas con el código EC 3.2.1.20, que atacan 
preferentemente al disacárido maltosa por el extremo no reductor, rompiendo 
el enlace (1→4) y liberando -D-glucosa. Estas enzimas, aunque más 
lentamente, también pueden romper el enlace (1→6) (Scheer et al. 2011). 
Casi todos los organismos tienen una o más -glucosidasas, pero su 
especificidad de sustrato varía entre especies. Según la afinidad por el sustrato, 
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las -glucosidasas pueden ser de dos tipos: enzimas que prefieren 
oligosacáridos de cadena corta (2 - 4 unidades de glucosa) como es el caso de la 
-glucosidasa de Aspergillus niger, o enzimas que prefieren oligosacáridos de 
cadena larga (5 – 7 unidades de glucosa, incluso almidón) como ocurre con la -
glucosidasa de Beta vulgaris (Tagami et al. 2013; Chiba 1997). 
La mayor parte de las -glucosidasas pertenecen a la familia GH31 y 
GH13, aunque también se encuentran en las familias GH 4, 63, 97 y 122. Las -
glucosidasas más abundantes (familia 31) son enzimas multidominio. El domino 
catalítico presenta la estructura de un barril (β/α)8 (Figura 1.12) (Henrissat 
1991). Las -glucosidasas de esta familia son enzimas que utilizan un mecanismo 
de retención. Por tanto, pueden actuar como transferasas, catalizando la 
transferencia del grupo glucosilo de un -D-glucooligosacárido donador a un 
grupo -OH de otra molécula aceptora. La -glucosidasa de Aspergillus niger 
pertenece a la familia 31 y es capaz de producir IMOS, utilizando maltosa como 
sustrato (Ma et al. 2017; Mangas-Sánchez & Adlercreutz 2015; Chen et al. 




Figura 1.12 Estructura terciaria de la -glucosidasa de Beta vulgaris, familia GH31 (PDB: 
3WEO) (Tagami et al. 2013). En azul se muestra el dominio catalítico (β/α)8. 
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centro catalítico determinará su actividad transglicosilante, su preferencia por 
aceptores específicos y por tanto el patrón de los productos de transglicosilación 
(Song et al. 2013; Fernández-Arrojo et al. 2007; Yamamoto et al. 2004; 
Kobayashi et al. 2003; Malá et al. 1999). 
 
1.3 Proteínas transportadoras de azúcares 
 
La membrana plasmática de las células es impermeable a los azúcares. 
Por ello, su metabolismo requiere la presencia de proteínas especializadas que 
permitan el tránsito de estas moléculas hacia el interior celular.  
El transporte de azúcares en la célula está mediado por proteínas 
transmembrana llamadas permeasas, con especificidad por la molécula a 
transportar (Jojima et al. 2010). El mecanismo utilizado por una permeasa para 
transportar un soluto de un lado a otro de la membrana se asemeja al modelo 
enzima-sustrato. La permeasa tiene uno o más sitios específicos de unión para 
el soluto y después de sufrir cambios conformacionales reversibles, que alternan 
la exposición del sitio de unión del soluto a uno y otro lado de la membrana, 
liberan el soluto sin ningún tipo de modificación (Yin et al. 2006). Las permeasas 
pueden actuar impulsadas por el gradiente de concentración de la molécula a 
transportar (transporte pasivo), o pueden requerir de un suministro de energía 
(transporte activo). El transporte activo permite llevar moléculas en contra del 
gradiente químico. La energía necesaria para el transporte puede provenir de la 
hidrólisis de adenosín trifosfato (ATP) (Wilkens 2015), de la hidrólisis de 
fosfoenol piruvato (PEP) (Jojima et al. 2010) o de la disipación del gradiente 
químico de una segunda molécula (Pao et al. 1998). Los transportadores 
asociados a la hidrólisis de ATP pertenecen a la superfamilia ABC (ATP-binding 
cassette). Esta superfamilia incluye transportadores activos multicomponentes 
INTRODUCCIÓN GENERAL 
35 
capaces de transportar tanto moléculas pequeñas como macromoléculas. Los 
transportadores ABC están distribuidos en todas las formas de vida (Wilkens 
2015). Por otro lado, los transportadores asociados a la hidrólisis de PEP están 
presentes únicamente en bacterias y se utilizan para transportar azúcares y sus 
derivados. Actúan dentro de un sistema de transporte denominado PTS 
(phosphoenolpyruvate carbohydrate phosphotransferase system), en el que 
además de la proteína transportadora participan otras proteínas 
citoplasmáticas. En el sistema PTS, monosacáridos, disacáridos y otros derivados 
son fosforilados y transportados (Jojima et al. 2010; Siebold et al. 2001). Los 
transportadores cuya energía depende del gradiente electroquímico de una 
segunda molécula, están incluidos en la superfamilia MFS (Major Facilitator 
Superfamily). Estos transportadores están ampliamente distribuidos en todas 
las formas de vida, son capaces de transportar azúcares, iones, lípidos, 
aminoácidos y péptidos, nucleósidos y otras moléculas (Pao et al. 1998; Yan 
2013). La mayor parte de transportadores de azúcares en hongos pertenecen a 
la superfamilia MFS.  
La superfamilia MFS (Major Facilitator Superfamily) o también llamada 
la familia uniporter-symporter-antiporter (Marger & Saier 1993), incluye 
proteínas facilitadoras o uniporters que catalizan la difusión simple de un soluto 
en favor de su gradiente de concentración (Figura 1.13A), y proteínas de 
transporte activo que obtienen la energía del potencial electroquímico de un 
segundo ión o soluto. Estas últimas de diferencian según el transporte de este 
segundo soluto se haga en la misma dirección (symporters) (Figura 1.13B) o en 
dirección opuesta (antiporters) a la molécula a transportar. Las proteínas de la 
MFS son polipéptidos en la mayoría estructurados en 12 hélices transmembrana 
que a su vez se organizan en dos dominios (N y C), cada uno con 6 hélices  




Figura 1.13 Proteínas transportadoras. (A) Uniporter. (B) Symporter. 
 
transmembrana consecutivas (Figura 1.14). En estas proteínas usualmente los 
extremos N y C terminales están del lado citoplásmico de la membrana. Los 
transportadores MFS tienen un solo sitio de unión a sustrato entre los dominios 
N y C ubicado aproximadamente en la parte central de la proteína. La 
superfamilia MFS está dividida en 17 familias de las cuales las 1, 5 y 7 están 





Figura 1.14 Permeasa de lactosa de E. coli de la superfamilia MFS (PDB: 1PV7) en 
complejo con un homólogo de lactosa el -D-galactopiranosil-1-thio--D-
galactopiranosido marcado en amarillo. La configuración es abierta hacia adentro (el 
lado periplásmico de la molécula está orientado hacia arriba y el lado citoplásmico hacia 
abajo). Los dominios N y C se muestran en azul y violeta, respectivamente (Abramson et 
al. 2003). 
 
La caracterización de los transportadores de azúcares tiene importancia 
industrial de manera particular en la producción de etanol de segunda 
generación, ya que una de las estrategias propuestas con el afán de disminuir la 
inhibición de la hidrólisis de celulosa por acumulación de celobiosa en el exterior 
celular, es la expresión heteróloga en Saccharomyces cerevisiae de permeasas 
de celobiosa junto con una -glucosidasa intracelular. Esta aproximación 
permite por un lado el transporte del disacárido, eliminándolo del medio 
extracelular y limitando su acción inhibidora, y por otro lado su metabolismo 
hasta glucosa, la cual a su vez sería metabolizada hasta etanol que es el objetivo 
final (Bae et al. 2014; Galazka et al. 2010). 
En este contexto cabe destacar que algunas permeasas de azúcares son 
capaces de transportar más de un tipo de soluto. La permeasa de celobiosa CDT1 
de Neurospora crassa también transporta -glucósidos más largos, como 
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celotriosa y celotetraosa (Galazka et al. 2010). Además, se ha comprobado que 
permeasas de otros azúcares, como el transportador de lactosa LAC12 de 
Kluyveromyces lactis (Sadie et al. 2011) y la permeasa de glucosa Stp1 de 
Trichoderma reesei (Zhang et al. 2013) pueden actuar como transportadores de 
celobiosa. En Saccharomyces cerevisie los transportadores de glucosa también 
son capaces de transportar xilosa pero lo hacen solamente cuando la glucosa se 
ha agotado del medio. Es decir, la afinidad del transportador por xilosa es más 
baja que por glucosa, lo cual supone un cuello de botella en la co-fermentación 
de mezclas xilosa - glucosa (Ha et al. 2011; Li et al. 2010; Hou et al. 2017). 
El genoma de T. reesei, uno de los principales hongos celulolíticos, 
codifica 164 proteinas que pertenecen a la superfamilia MFS (dos Reis et al. 
2016), pero los transportadores de azúcares están pobremente caracterizados 
(Ivanova et al. 2013; Porciuncula et al. 2013; Zhang et al. 2013; Bae et al. 2014). 
En presencia de paja de trigo o glucosa se ha detectado la inducción o represión, 
respectivamente, de la expresión de 11 genes que codifican 7 transportadores 
de la superfamilia MFS, 1 transportador de xilosa, 2 transportadores de oligo 
péptidos y 1 transportador de hierro (Ries et al. 2013). En T. reesei solo tres 
proteínas están descritas como transportadoras de celobiosa, Trire2_3405, 
Trire2_67752 (Bae et al. 2014) y Trire2_47710 (Zhang et al. 2013). 
 
1.4 Biotecnología de carbohidratos 
 
Los carbohidratos han sido utilizados en procesos biotecnológicos muy 
antiguos como la fermentación, cuyo fin era obtener productos de consumo 
humano como pan, vino o cerveza, pero las demandas de consumo humano han 
ido cambiando, por lo que la actual biotecnología de carbohidratos busca 
generar nuevos productos. Dos de las facetas con mayor auge son la obtención 
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de biocombustibles, o de productos que mejoren la salud humana, como los 
oligosacáridos prebióticos. 
 
1.4.1 Producción de biocombustibles 
 
El carácter no renovable de los combustibles fósiles y los subproductos 
contaminantes que se generan durante su combustión son las razones básicas 
para la búsqueda de nuevas fuentes energéticas, renovables y con menor carga 
contaminante para el medio ambiente. Dentro de los biocombustibles el etanol 
es el de mayor producción. A nivel comercial se obtiene principalmente a partir 
de la fermentación de los carbohidratos de la caña de azúcar y del maíz, siendo 
Brasil y EE. UU los principales productores. En Brasil aproximadamente el 50 % 
del cultivo de caña de azúcar se destina a bioetanol (Goldemberg 2008) mientras 
que en EE. UU alrededor del 30 % de la oferta de maíz es usada para generar 
este biocombustible, de acuerdo con los datos del Departamento de Agricultura 
de los EE.UU (https://www.ers.usda.gov/data-products/us-bioenergy-
statistics/). Por otro lado, el etanol obtenido a partir de estas materias primas o 
etanol de primera generación, genera controversia por el posible cambio de uso 
de la tierra y los cultivos, que podrían pasar de fines netamente alimenticios a 
fines energéticos, lo que actualmente se denomina “Food vs. Fuel” (Tomei & 
Helliwell 2016; Graham-Rowe 2011; Tenenbaum 2008). 
La alternativa al uso de carbohidratos comestibles para producir etanol 
es usar materias primas lignocelulósicas, abundantes en la naturaleza, muchas 
de ellas residuos agrícolas o subproductos de la industria alimentaria. Para la 
obtención de etanol a partir de fuentes lignocelulósicas, o etanol de segunda 
generación, este material debe ser degradado hasta azúcares fermentables y 
transformado a etanol con un rendimiento superior al 4.5 – 5 % para que la 
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destilación sea económicamente viable (Lennartsson et al. 2014; Viikari et al. 
2012). 
En materiales leñosos el principal componente es la celulosa (40-50 %), 
la cual esta combinada con hemicelulosa (25-35 %), y con el polímero aromático 
lignina (15-20 %) para formar lignocelulosa (Jordan et al. 2012). Aunque en el 
tratamiento previo de la lignocelulosa, para degradar la lignina y disminuir el 
grado de cristalinidad de la celulosa, se utilizan métodos físico-químicos (Alvira 
et al. 2010; Hendriks & Zeeman 2009), para degradar la celulosa se prefieren 
métodos enzimáticos. En este proceso intervienen enzimas celulasas producidas 
por hongos pero su aporte al coste del producto final es crítico (Druzhinina & 
Kubicek 2017; Cao et al. 2015; Viikari et al. 2012; Klein-Marcuschamer et al. 
2012). Por otro lado, la conversión de celulosa a glucosa por los cócteles 
celulolíticos es ineficiente, básicamente porque la glucosa es un inhibidor de las 
-glucosidasas, lo que provoca una acumulación de celobiosa, azúcar que a su 
vez es un inhibidor de las endoglucanasas y las celobiohidrolasas (Singhania et 
al. 2013). Este mecanismo de acción en conjunto hace de la hidrólisis de la 
celulosa un proceso complejo. 
Se han utilizado varias estrategias para la obtención de etanol a partir 
de celulosa, bien manteniendo las etapas de hidrólisis y fermentación en dos 
pasos (SHF) o bien en un solo paso, es decir sacarificación y fermentación 
simultánea (SSF) (Paulova et al. 2015; Duwe et al. 2017). La ventaja de esta 
última es que el consumo de glucosa durante la fermentación alivia la inhibición 
de -glucosidasas y celulasas por este azúcar, mejorando por tanto la eficiencia 
de hidrólisis. Una aproximación más ambiciosa es el llamado bioproceso 
consolidado (CBP) en el que se pretende combinar en un mismo reactor la 
producción de celulasas, la hidrólisis de celulosa y su fermentación (Zhang & 
Zhang 2013). En la Tabla 1.5 se describen las diferentes configuraciones 
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propuestas para la producción de bioetanol. Una de las formas de llevar a cabo 
el CBP es la construcción de cepas ingenierizadas de Saccharomyces cerevisiae 
que co-expresen varios genes que codifican enzimas celulolíticas incluyendo 
endoglucanasas, celobiohidrolasas, -glucosidasas e incluso proteínas para el 
ensamblaje de celulosomas (Davison et al. 2016; Liu et al. 2016; Kojima et al. 
2013; Matano et al. 2012; Yamada et al. 2011; Wen et al. 2010; Jeon et al. 2009; 
Tsai et al. 2009; Kotaka et al. 2008; van Zyl et al. 2007; Fujita et al. 2004; Fujita 
et al. 2002). Sin embargo, debido a la complejidad del proceso celulolítico estas 
aproximaciones tienen sus limitaciones. Por un lado, la capacidad degradadora 
de las levaduras ingenierizadas no es tan eficiente como la de los complejos 
celulolíticos de hongos, y además la sobreexpresión forzada de varios genes 
puede estresar la fisiología de la levadura. Esto hace que el proceso SSF 
utilizando extractos celulolíticos fúngicos siga siendo una opción a considerar. 
 
Tabla 1.5 Diferentes configuraciones del proceso de producción de bioetanol a 
partir de materiales celulósicos 
 
Descripción  Siglas    
Producción 
de enzimas 




     
Fermentación 
microbiana 



















    
  











     
Hidrólisis 
enzimática 
     
Fermentación 
de azúcares 





    
  












     
Hidrólisis 
enzimática 
      
Fermentación 
de azúcares 





    
  










      
Hidrólisis 
enzimática 
      
Fermentación 
de azúcares 
   
   
        
 
              
 
*Puede contemplar una pre-hidrólisis del material, normalmente a una temperatura diferente a la de 
fermentación, en cuyo caso se denomina: Pre-hidrólisis, Sacarificación y Fermentación Simultáneas; 
Sacarificación y Fermentación Simultáneas con inoculación tardía; Sacarificación y Fermentación Semi-
Simultáneas; Licuefacción más Sacarificación y Fermentación Simultáneas; o Sacarificación y Fermentación 
Simultáneas no isotérmicas. Adaptado de Duwe et al. (2017) 
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En la Tabla 1.6 se indican algunas estrategias recientes para la 
producción de bioetanol a partir de residuos lignocelulósicos sacarificados con 
celulasas de Trichoderma reesei. Se observa que los rendimientos de etanol 
están por debajo del 4 %, lo que dificulta su recuperación. Cabe resaltar también 
que la mayoría de los procesos complementa las celulasas de T. reesei con una 
-glucosidasa, para superar la inhibición del proceso celulolítico por la 
acumulación de celobiosa. La -glucosidasa se añade directamente, lo que 
incrementa el coste del proceso, o co-cultivando con otro hongo productor lo 
que complica las condiciones de crecimiento. Por ello para dar solución al 
problema puntual de la inhibición por celobiosa, se han propuesto dos 
estrategias para implementar en Saccharomyces cerevisiae la capacidad de 
metabolizar este disacárido, bien de forma intracelular o extracelular. 
La hidrólisis intracelular de la celobiosa en una levadura fermentativa 
(Saccharomyces cerevisiae) requiere la expresión heteróloga de dos proteínas, 
una permeasa y una -glucosidasa intracelular que hidrolice el enlace glicosídico 
de la celobiosa y libere dos moléculas de glucosa (Lian et al. 2014; Bae et al. 
2014; Galazka et al. 2010; Ha et al. 2011; dos Reis et al. 2016). De forma 
alternativa se pueden expresar una permeasa y una celobiosa fosforilasa 
(Chomvong et al. 2014; Ha et al. 2013a; Sadie et al. 2011). Esta última enzima 
rompe la celobiosa y produce glucosa y glucosa-6-fosfato, lo cual reduce el 
consumo de ATP en la incorporación de la glucosa a la ruta glicolítica. Sin 
embargo, para que la fosforólisis sea eficiente se requieren altas 
concentraciones de celobiosa intracelular. Considerando que las 
concentraciones de este disacárido son relativamente bajas durante un proceso 
SSF de celulosa (Tang et al. 2013). La mayoría de las aproximaciones se han 
centrado en la ruta hidrolítica. En la Tabla 1.7 se citan algunos ejemplos de S. 
cerevisiae ingenierizadas que han utilizado este mecanismo intracelular para la  
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fermentación de celobiosa. Se detallan las permeasas transportadoras de 
celobiosa y las -glucosidasas intracelulares usadas para la hidrólisis, así como 
los resultados de crecimiento y/o fermentación (producción de etanol) 
obtenidos. 
La segunda estrategia implica la hidrólisis extracelular de la celobiosa, 
para lo cual el organismo fermentador debe expresar un gen de una -
glucosidasa secretable (van Rooyen et al. 2005; Gurgu et al. 2011; 
Treebupachatsakul et al. 2016; Saitoh et al. 2010; Kricka et al. 2015; Hasunuma 
& Kondo 2012; Yamada et al. 2013; Njokweni et al. 2012; Nakamura et al. 2008; 
Katahira et al. 2006). Propuestas en esta línea incluyen la secreción de la -
glucosidasa al medio de cultivo, o la adhesión de la enzima sobre la superficie 
celular de la levadura. 
En este contexto, el presente trabajo plantea el desarrollo de un proceso 
de hidrólisis y fermentación simultánea de celulosa, con una producción in situ 
de celulasas de Trichoderma reesei y el uso de una cepa genéticamente 
modificada de Saccharomyces cerevisiae que expresa una -glucosidasa 
extracelular. Además, se evaluarán los procesos de fermentación de celobiosa 
utilizando las estrategias de hidrólisis de celobiosa intracelular y extracelular de 
forma comparativa. 
 
1.4.2 Síntesis de oligosacáridos 
 
La síntesis enzimática de oligosacáridos presenta ventajas respecto a la 
síntesis química debido a su mayor sencillez y menor impacto ambiental. Las 
enzimas más utilizadas son glicósido hidrolasas (familia GH) con actividad 




Este trabajo se centra en la producción de un tipo particular de 
oligosacáridos, los IMOS, con aplicaciones como prebióticos y edulcorantes con 
bajo aporte calórico. Para la producción de IMOS lineales se puede partir de 
almidón o dextrano y usar la acción combinada de hidrolasas y transferasas para 
generar mezclas complejas de -glucósidos (Madsen et al. 2017; Sorndech et al. 
2017a; Basu et al. 2016). Otra alternativa es partir de sustratos menos 
complejos, como sacarosa o maltosa, para generar mezclas de IMOS de una 
composición más definida, utilizando -glucosidasas, dextranosucrasas y otras 
enzimas con actividad transferasa (Shi et al. 2016; Goffin et al. 2011; Madsen et 
al. 2017; Gutiérrez-Alonso et al. 2016; Sorndech et al. 2017b; Pan & Lee 2005). 
Para la síntesis de cicloisomaltooligosacáridos se ha descrito el uso de 
ciclooligosacárido transferasas utilizando como sustrato dextrano o almidón 
(Funane et al. 2008; Funane et al. 2007a; Oguma et al. 1994; Mukai et al. 2006; 
Mukai et al. 2005; Nishimoto et al. 2002; Aga et al. 2002). 
La síntesis de IMOS a partir de almidón se ha conseguido utilizando 
amilasas multifuncionales, enzimas ramificadoras de glucógeno y otras 
glucanotransferasas. Las amilasas multifuncionales son capaces de hidrolizar 
enlaces (1→4) y de transglicosilar con alta actividad enlaces (1→6) para 
generar maltosa, maltotriosa, isomaltotriosa e isomaltotetraosa a partir de 
almidón. Cuando el sustrato es maltosa el único producto generado es 
isomaltosa y cuando el sustrato es isomaltosa el perfil de productos es más 
complejo (maltotriosa, isomaltotriosa, isomaltotetraosa, entre otros) (Wang et 
al. 2010; Cao et al. 2014). 
Las -glucosidasas de la familia GH31 son las enzimas más empleadas 
para producir IMOS lineales a partir de azúcares sencillos. Estas enzimas utilizan 
como sustrato donador principalmente maltosa, y el grupo glucosilo se 
transfiere a diferentes sustratos aceptores (como la propia maltosa o glucosa). 
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La especificidad de cada enzima por los sustratos donador y aceptor, y por el 
tipo de enlace que se sintetice, determinará la variedad química de los IMOS 
producidos en cada caso. Las -glucosidasas de Aspergillus niger, Aspergillus 
oryzae, Schwanniomyces occidentalis o Xanthophyllomyces dendrorhous se han 
utilizado para sintetizar IMOS como panosa, isomaltosa e isomaltotriosa, todas 
ellas con enlaces (1→6) (Chen et al. 2010b; Mangas-Sánchez & Adlercreutz 
2015; Wu et al. 2010; Gutiérrez-Alonso et al. 2016; Song et al. 2013). Por otro 
lado, la -glucosidasa de Acremonium implicatum tiene la capacidad de usar 
diferentes sustratos donadores como nigerosa, maltosa, isomaltosa, 
maltotriosa, maltotetraosa e incluso almidón soluble, y es capaz de 
transglicosilar con enlaces (1→3) y (1→4) con mayor preferencia por los 
primeros, lo que hace que los productos de síntesis se diversifiquen. Usando 
solo maltosa como sustrato, esa -glucosidasa es capaz de formar 8 tipos de 
moléculas: nigerosa, nigerotriosa (32-O--D-glucosil-nigerosa), 4--nigerosil-
glucosa (32-O--D-glucosil-maltosa), 32-O--nigerosil-maltosa, 32-O--maltosil-
maltosa, 42--nigerosil-maltosa (32-O--D-glucosil-maltotriosa), maltotriosa y 
maltotetraosa, de las cuales las seis primeras son IMOS (Yamamoto et al. 2004). 
Otro ejemplo es la -glucosidasa de Paecilomyces lilacinus que tiene la 
capacidad de transglicosilar con enlaces (1→3) y (1→2), formando a partir de 
maltosa los IMOS nigerosa y kojibiosa, con un rendimiento del 16 % y del 8,6 % 
a partir de 100 g de sustrato, respectivamente (Kobayashi et al. 2003). 
Se pueden obtener IMOS lineales a partir de azúcares sencillos como la 
maltotriosa, utilizando otro tipo de transferasas. Mediante la acción combinada 
de una amilomaltasa (EC 2.4.1.25) (4--glucanotransferasa) bacteriana y una 
transglucosidasa de Aspergillus niger se han producido IMOS con DP de 2 a 6 y 
con enlaces (1→4) y (1→6) (Rudeekulthamrong et al. 2013). 
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Las dextranosucrasas (EC 2.4.1.5) del género Weisella también han sido 
utilizadas para la síntesis de IMOS, en este caso a partir de sacarosa. Estas 
enzimas pertenecen a la familia GH70 y actúan por un mecanismo de retención. 
En la primera etapa rompen la sacarosa y liberan fructosa, y en la etapa de 
transglucosilación transfieren la glucosa a una molécula aceptora mediante un 
enlace por lo general (1→6). La especificidad tanto del aceptor como del tipo 
de enlace dependerá de las características del sitio catalítico de cada enzima 
(Henrissat 1991). Usando la dextranosucrasa de Weissella confusa y maltosa 
como molécula aceptora se han generado IMOS lineales y ramificados, con DP 
de 3 a 8 y con enlaces (1→6) y (1→2), siendo mayoritarios los IMOS lineales 
de la serie panosa (Shi et al. 2016). También se han generado IMOS lineales con 
un DP de 3 a 10 usando la dextranosucrasa de Weissella cibaria y diferentes -
glucanos (mono, di y trisacáridos) como aceptores. En este caso se comprobó 
que los -glucanos de menor tamaño son utilizados preferentemente por la 
enzima y, dentro de estos, aquellos con enlace (1→6) (Hu et al. 2017). 
 Para la síntesis de cicloisomaltooligosacáridos (CIs) se han descrito 
distintas ciclooligosacárido transferasas. Mediante una 
cicloisomaltooligosacárido glucano transferasa (CITasa) de Bacillus circulans 
T3040 de la familia GH66 que actúa por un mecanismo de retención se han 
obtenido CIs de 7 a 17 unidades de glucosa. La CITasa usa dextrano como 
sustrato y por transglucosilación intramolecular (reacción de ciclación) genera 
moléculas cíclicas con enlaces (1→6) (Funane et al. 2008; Funane et al. 2007a; 
Oguma et al. 1994). La CITasa de Bacillus circulans T3040 contiene un módulo 
de unión a azúcares (CBM35), que es determinante en el tamaño del CI 
sintetizado. El extremo no reductor del polisacárido se une al CBM35 y el resto 
de la cadena se extiende hasta el sitio catalítico, donde se rompe el enlace 
(1→6). El oligosacárido residual generado permanece temporalmente unido a 
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la enzima (intermedio enzima-sustrato) a través del nucleófilo catalítico, y es 
liberado por acción de la glucosa del extremo no reductor del mismo 
oligosacárido, liberado del CBM35, que actúa como aceptor formando un enlace 
(1→6). Se completa así el proceso de ciclación produciendo una CI de 8 
unidades (Suzuki et al. 2014). Otras transferasas producen CIs a partir de 
almidón (amilosa) o polisacáridos relacionados. La 6--maltosiltransferasa de 
Arthrobacter globiformis M6 es capaz de catalizar reacciones de transferencia 
-1,6 maltosil tanto inter como intramoleculares, para sintetizar un 
tetrasacárido cíclico, la maltosilmaltosa cíclica cuya descripción química es: 
ciclo-{→6)--D-Glcp-(1→4)-α-D-Glcp-(1→6)-α-D-Glcp-(1→4)-α-D-Glcp-(1→} 
(Mukai et al. 2006). Por otro lado, dos enzimas de Bacillus globisporus C11, la 
1,6-α-glucosiltransferasa y la 1,3-α-isomaltosiltransferasa han sido usadas para 
la síntesis a partir de maltooligosacáridos del tetrasacárido cíclico (CTS): 
ciclo{→6)--D-Glcp-(1→3)--D-Glcp-(1→6)--D-Glcp-(1→3)--D-Glcp-(1→} 
(Nishimoto et al. 2002; Aga et al. 2002). Con el uso combinado de la 1,6-α-
glucosiltransferasa y la 1,3-α-isomaltosiltransferasa también se ha descrito la 
producción de derivados ramificados del CTS (4-O--D-glucopiranosil-CTS y 3-O-
-isomaltosil-CTS) (Aga et al. 2002). 
En la Tabla 1.8 se resumen las diferentes estrategias usadas para la 
obtención de IMOS. Para la síntesis de IMOS también se ha aplicado la ingeniería 
de enzimas, bien para cambiar el perfil químico de los IMOS sintetizados por una 
-glucosidasa (Ma et al. 2017; Song et al. 2013) o por una amilasa multifuncional 
(Cao et al. 2014) o bien para cambiar la especificidad de sustrato a una sacarosa 





































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































En la producción enzimática de IMOS y de oligosacáridos en general, la 
recuperación de la enzima es un objetivo de interés a nivel industrial. Por un 
lado, se consigue eliminar la enzima del producto final y por otro, si ésta es 
suficientemente estable se puede reutilizar, reduciendo costes. La 
inmovilización de la enzima purificada a un soporte insoluble, mediante 
interacciones covalentes o electrostáticas ha sido una de las estrategias 
empleadas para facilitar el paso de recuperación (Datta et al. 2013; Brena et al. 
2013). Cuando se utilizan estrategias “one-pot” en las que se evita el paso de 
purificación de la enzima y se utiliza directamente el organismo productor se 
puede aplicar también este concepto de inmovilización, fijando la proteína a la 
superficie celular. Entre los distintos métodos posibles, destaca la unión 
covalente de la enzima a la membrana o la pared de la célula productora 
mediante un mecanismo de anclaje a través de un glicosilfosfatidilinositol (GPI). 
Los GPI actúan como ancla de muchas proteínas a la superficie celular eucariota. 
En muchos organismos tienen una estructura común formada por un fosfato de 
etanolamina, tres manosas, una N-acetilglucosamina, y un fosfolípido de 
inositol. La parte lipídica puede ser un fosfatidilinositol de diacilo o 1-alquilo-2-
acilo, o una fosfoceramida inositol. Los GPIs se unen a las proteínas por un 
enlace amida entre el carbono del grupo carboxilo terminal y el grupo amino de 
la etanolamina. Las cadenas de ácidos grasos de los fosfolípidos de inositol se 
insertan dentro de la capa externa de la membrana plasmática (Figura 1.15A). 
En el caso de ciertas proteínas de levadura, el ancla GPI sufre modificaciones, se 
entrecruza con -glucanos de la pared celular, y las proteínas quedan ancladas 
a la pared (Kinoshita & Fujita 2016). El ancla GPI se une a la proteína en el 
retículo endoplasmático por transamidación, una reacción en la cual la señal de 
unión GPI en el extremo C-terminal es cortada concomitantemente con la 
adición del residuo GPI. Las señales de union GPI están pobremente conservadas 
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a nivel de secuencia, pero todas están compuestas de un segmento polar que 
incluye el sitio de union GPI seguido de un segmento hidrofóbico localizado en 
el extremo C-terminal de la proteína (Figura 1.15B) (Galian et al. 2012). 




Figura 1.15 (A) Estructura común de un ancla GPI. (B) Estructura de la señal de unión GPI 
en la proteína. La transamidasa puede actuar independientemente de si la proteína es 




celular mediante GPIs. Entre las proteínas con ancla GPI fusionadas con enzimas 
para generar híbridos anclados a la superficie celular están: AG1, CWP1, CWP2, 
TIP1, TIR1, YCR89w, FLO1, SAG1, SED1 entre otras. SED1 es una de las proteínas 
más utilizadas y se ha descrito su uso en forma completa o truncada (Inokuma 
et al. 2015; Inokuma et al. 2014; Shimoi et al. 1998; Van der Vaart et al. 1997). 
Dentro de este contexto, en este trabajo se propone diseñar síntesis de 
IMOS usando una -glucosidasa de Aspergillus niger inmovilizada en la 
















2.1 Objetivo general 
 
Abordar el estudio básico y aplicaciones potenciales de proteínas 
(enzimas y permeasas) implicadas en el metabolismo de azúcares - y -
glicosídicos, por levaduras. La principal aplicación relacionada con la utilización 
de -glucósidos es la fermentación de celulosa para producir bioetanol de 
segunda generación. Respecto a la utilización de -glicósidos, su fermentación 
da lugar a bioetanol de primera generación, que no es considerado objetivo 
biotecnológico relevante. Por este motivo, el estudio de una -glucosidasa de 
Aspergillus niger se ha orientado a la utilización de esta enzima para la 
biosíntesis de isomaltooligosacáridos, compuestos con posible función 
prebiótica y distintos usos en la industria alimentaria. 
 
2.2 Objetivos específicos 
 
1 Desarrollar un procedimiento de hidrólisis y fermentación acopladas para la 
producción de etanol a partir de papel, utilizando una preparación 
enzimática de Trichoderma reesei, producida in situ, y una cepa 
genéticamente modificada de Saccharomyces cerevisiae. 
2 Fermentación de celobiosa por cepas de Saccharomyces cerevisiae 
modificadas genéticamente. Análisis comparativo de la hidrólisis extra o 
intracelular del disacárido. 
3 Síntesis de isomaltooligosacáridos por levaduras recombinantes que 
expresan una -glucosidasa de Aspergillus niger. Análisis estructural y 
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3.1 Cepas utilizadas 
 
Escherichia coli XL1-BLUE (Stratagene), con el genotipo: recA1 endA1 
gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F’ proAB lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)] se 
utilizó como organismo huésped en la clonación de los distintos plásmidos 
obtenidos en este trabajo. Saccharomyces cerevisiae BY4741 es isogénica a la 
cepa silvestre estándar S288C, con genotipo: MATa AGT1 MAL12 mal13Δ MAL31 
MAL32 mal33Δ his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 y T500 es un transformante 
obtenido a partir de este huésped que expresa el gen de la β-glucosidasa (Bgl1) 
de Saccharomycopsis fibuligera (Gurgu et al. 2011; Marín-Navarro et al. 2011). 
Hanseniaspora guilliermondii CBS 2574 fue obtenida de la Colección Española 
de Cultivos Tipo (CECT 11104). Trichoderma reesei (Hypocrea jecorina) CECT 
2415, idéntica a ATCC 56764 y a NRRL 11236 y Aspergillus niger CECT 2775 
fueron obtenidas de la Colección Española de Cultivos Tipo. Neurospora crassa 
FGSC 2489 se obtuvo del Fungal Genetics Stock Center (http://www.fgsc.net). 
 
3.2 Medios y condiciones de cultivo 
 
3.2.1 Cultivo de E. coli 
 
E. coli se cultivó en medio líquido LB (extracto de levadura 0.5 %, 
peptona 1 % y cloruro de sodio 0.5 %), con agitación orbital a 200 rpm, o en 
placas de medio sólido LB con 2 % de agar bacteriológico en estufa a 37 °C 
durante 20 h aproximadamente. Las bacterias transformantes con plásmidos del 
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3.2.2 Cultivo de levaduras y hongos 
 
Las levaduras se cultivaron a 30 °C en medios líquidos con agitación 
orbital a 200 rpm, o sólidos. Los medios sólidos se prepararon son 2 % de agar 
bacteriológico. En todos los medios el antibiótico y los azúcares diferentes a la 
glucosa fueron esterilizados por filtración a través de un poro de 0.22 μm. T. 
reesei, A. niger y N. crassa fueron cultivados y mantenidos en medio sólido PDA 
(almidón de patata 0.4 %, dextrosa 2 % y agar 2 %) en estufa a 30 °C. En medio 
líquido, T. reesei y N. crassa se incubaron a 30 °C y A. niger a 26 °C, todos con 
agitación orbital a 200 rpm. En la tabla Tabla 3.1 se detallan los diferentes 
medios utilizados. 
 
Tabla 3.1 Medios de cultivo utilizados para levaduras y hongos 
 
DENOMINACIÓN COMPOSICIÓN UTILIZACIÓN 
Medios ricos 
YP 
Extracto de levadura 1 % 
Bactopeptona 2 % 
Hongos 
YPD Medio YP más glucosa 2 % 
Levaduras y 
hongos 
YPC Medio YP más celobiosa 2 % Levaduras 
YP2P 
Medio YP más papel de filtro 
RM13054252, 73 g/m2, 2 %, cortado en 
cuadrados de 25 mm2 
Hongos 
YP5P 
Medio YP más papel de filtro 
RM13054252, 73 g/m2, 5 %, cortado en 





Base nitrogenada para levadura (YNB) 
sin aminoácidos 0.17 % 
Sulfato de amonio 0.5 %  
Glucosa 2 % 
Levaduras 
SCD 
Medio SD suplementado con los 
requerimientos de la Tabla 3.2 excepto 
uracilo y leucina 
Levaduras 
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DENOMINACIÓN COMPOSICIÓN UTILIZACIÓN 
SCC 
Base nitrogenada para levadura (YNB) 
sin aminoácidos 0.17 % 
Sulfato de amonio 0.5 %  
Celobiosa 2 % 
Suplementos según la Tabla 3.2 
excepto uracilo y leucina 
Levaduras 
 
Para seleccionar cepas resistentes a geneticina, se añadió G418 a los 
medios a una concentración de 100 μg/mL (medios ricos) o 250 μg/mL (medios 
mínimos). En el caso del medio mínimo con G418, la fuente de nitrógeno 
utilizada fue glutamato monosódico 0.1 % en lugar de sulfato amónico 0.5 %. 
Para inducir la expresión de genes bajo el control del promotor CYC-GAL se 
añadió a los medios galactosa 0.1 %. 
 
Tabla 3.2 Suplementos de los medios sintéticos para el cultivo de levaduras 
 
REQUERIMIENTO 
ABREVIATURA USADA EN 
LOS MEDIOS DE CULTIVO 
CONCENTRACIÓN EN EL 
MEDIO DE CULTIVO (mg/L) 
Adenina ade 20 
Uracilo ura 20 
Triptófano trp 20 
Histidina his 20 
Arginina arg 40 
Metionina met 20 
Tirosina tyr 50 
Leucina leu 60 
Isoleucina ile 60 
Lisina lys 50 
Fenilalanina phe 50 
Ácido aspártico asp 100 
Ácido glutámico glu 100 
Valina val 150 
Treonina thr 200 
Serina ser 400 
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3.3 Construcciones génicas 
 




Figura 3.1 Esquemas de los vectores pEMBLyex4 (A) y YEplac112-AK (B) 
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Los vectores utilizados para la clonación y expresión génica en S. 
cerevisiae fueron pEMBLyex4 y YEplac112-AK. Ambos confieren resistencia a 
ampicilina a E. coli. pEMBLyex4 contiene un promotor de levadura inducible por 
galactosa (CYC-GAL) y los genes URA3 y LEU2d, que complementan las 
auxotrofías para uracilo y leucina, respectivamente, de la cepa S288C. 
YEplac112-AK es un vector derivado a partir de YEplac112 (Gietz & Sugino 1988) 
mediante inserción del gen KanMX, que confiere resistencia al antibiótico G418, 
clonado en los sitios SacI/SmaI, y el promotor del gen de la actina, clonado en 
los sitios SmaI/XbaI. Ambos fragmentos se obtuvieron del plásmido pACT-Kan 
descrito previamente (Gurgu et al. 2011). En la Figura 3.1 se muestran los 
esquemas de estos vectores con los principales sitios de restricción en el sitio de 
clonación de cada uno de ellos. 
 
3.3.2 Cebadores utilizados 
 
Las secuencias de todos los cebadores utilizados en este trabajo y el gen 
objetivo de la amplificación en cada caso se detallan en la Tabla 3.3. 
 
Tabla 3.3 Lista de cebadores utilizados 
 
CEBADORES # bp SECUENCIAa USOSb 
Amplificación de -glucosidasas 
2MC25 37 TGCGGATCCACTTCTACATTTGATCCTGAATATCTTC HgBgl_Fwd (BamHI) 
2MC26 37 CTGTCTAGAATGACTTCTACATTTGATCCTGAATATC HgBgl_Fwd (XbaI) + ATG 
2MC27 37 AGACAAGCTTTCATAAACCTGACCAATAATAGTCATC HgBgl_Rev (HindIII) 
2MC73 34 TCGTCTAGAATGACTATTTTTCAATTTCCGCAGG PpBglA_Fwd (XbaI) 
2MC74 32 AGCCGTCGACTTAGCGTCTAGTCTCCAACCAG PpBglA_Rev (SalI) 
2MC77 33 TCGTCTAGAATGTCTCTTCCTAAGGATTTCCTC NcBgl_Fwd (XbaI) 
2MC78 34 TAGTGCATGCTTAGTCCTTCTTGATCAAAGAGAC NcBgl_Rev (SphI) 
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CEBADORES # bp SECUENCIAa USOSb 
Amplificación de permeasas 
2MC33 28 CTGTCTAGAATGAAGGAGCCGCCCAAGG Tr_StrA_Fwd (XbaI) 
2MC34 37 AGACAAGCTTTTAAGCCTTCTCGATATTGACAATGTC Tr_StrA_Rev (HindIII) 
2MC35 27 CTGTCTAGAATGGCTCCCTCTGCGGCG Tr_StrD_Fwd (XbaI) 
2MC36 35 AGACAAGCTTTTATACAGATGAACCGGAAACCGAC Tr_StrD_Rev (HindIII) 
2MC37 30 CTGTCTAGAATGGCGGAAAAGGACGAGTCG Tr_StrC_Fwd (XbaI) 
2MC38 31 TACTCTGCAGTCAAACCCGGTCAGCATTGCC Tr_StrC_Rev (PstI) 
2MC54 28 CTGTCTAGAATGCAAGCCGCGCTGCTAC Tr_StrB_Fwd (XbaI) 
2MC55 33 AGACAAGCTTTCAAACATCGTCCCTACCATCTG Tr_StrB_Rev (HindIII) 
2MC91 22 GGGCGTGTCGACGAAGCAAAAG 
Tr_StrB Fwd a partir de 
de la base 640. 
Diseñado para eliminar 
el segundo intrón del 
gen. 
2MC92 23 ATGTTGTACACACCATCGTGGGC 
Tr_StrB Rev a partir de 
la base 639. Diseñado 
para eliminar el 
segundo intrón del gen. 
2MC56 30 CTGTCTAGAATGGGAATCCTCAAACCCACC Tr_StrE_Fwd (XbaI) 
2MC57 34 AGACAAGCTTCTAACTCGTGGTCTTCTCGTTGTG Tr_StrE_Rev (HindIII) 
2MC58 27 CTGTCTAGAATGGTCCAGTCCGCCACC Tr_StrF_Fwd (XbaI) 
2MC59 32 AGACAAGCTTTCAGGCCTCATTTGTCTTGAGG Tr_StrF_Rev (HindIII) 
2MC60 37 CTGTCTAGAATGGCTTACAAAATTAGCAACATTTATG Tr_StrG_Fwd (XbaI) 
2MC61 37 TAGTGCATGCTCAAACTTCATTTACGTCAAGCTGAAG Tr_StrG_Rev (SphI) 
2MC88 36 ATCCCGGGATGGCTTACAAAATTAGCAACATTTATG Tr_StrG_Fwd (SmaI) 
2MC89 36 CTGTCTAGATCAAACTTCATTTACGTCAAGCTGAAG Tr_StrG_Rev (XbaI) 
2MC62 30 CTGTCTAGAATGCCCATTGGCAACATCTAC Tr_StrH_Fwd (XbaI) 
2MC63 30 AGACAAGCTTCTACTGGGGAGGGGGAGTGC Tr_StrH_Rev (HindIII) 
2MC109 28 CTGTCTAGAATGGCCGACGTCCACGTCG Tr_SrtI_Fwd (XbaI) 
2MC110 32 AGACAAGCTTTTAGACCTCGGCGGTAGGCTTC Tr_SrtI_Rev (HindIII) 
2MC111 31 CTGTCTAGAATGCGTTTCTCCGAGAAGCTCG Tr_SrtJ_Fwd (XbaI) 
2MC112 37 AGACAAGCTTTTACACTTGAAGTTCAACTCCTTGGTC Tr_SrtJ_Rev (HindIII) 
Amplificación de -glucosidasa y construcción de híbridos 
2MC70 29 CTGTCTAGAGCGAGCCAGTCACTCTTATC AglA_Fwd(XbaI) 
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CEBADORES # bp SECUENCIAa USOSb 
2MC90 29 CCAGGATCCGCGAGCCAGTCACTCTTATC AglA_Fwd (BamHI) 
2MC71 35 TCACAAGCTTTTACCATTCCAATACCCAGTTTTCC AglA_Rev(HindIII) 
2MC81 29 CCAGGATCCATGGTGGGACTTAAGAACCC 
STA1_AglA_Fwd 
(BamHI) 
2MC82 40 CCTAGTGCATGCAGTGGTCCATTCCAATACCCAGTTTTCC 
STA1_AglA sin codón de 
parada, incluye 2 Thr 
(en verde) antes del 
sitio de restricción, Rev 
(SphI). 
2MC83 44 CCTAGTGCATGCAGTGGTAAATTATCAACTGTCCTATTATCTGC 
Sed1 completo (sin 
ATG), incluye una Ser y 
una Gly (en verde) 
antes del sitio de 
restricción, Fw (SphI). 
2MC85 38 CCTAGTGCATGCAGTGGTGCTCTTCCAACTAACGGTAC 
Sed1 desde el 
aminoácido 110 
inclusive, incluye una 
Ser y una Gly (en verde) 
antes del sitio de 
restricción, Fw (SphI). 
2MC84 35 CACAAGCTTTTATAAGAATAACATAGCAACACCAG 
Sed1 completo, Rev 
(HindIII) 
a Los sitios de restricción están marcados en rojo. 
b Fwd: cebador forward. Rev: cebador reverse. Entre paréntesis se indica la enzima de restricción que 
reconoce la secuenca marcada en rojo. 
 
3.3.3 Obtención de DNA molde 
 
Para obtener los cDNAs de N. crassa y A. niger utilizados como moldes 
para la amplificación de NcBgl y AglA, respectivamente, los hongos fueron 
cultivados con agitación a 200 rpm en medio líquido: YPC a 30 °C durante 72 h 
para N. crassa, o YPD a 26 °C durante 36 h para A. niger. El micelio se recuperó 
por filtración, se congeló y se rompió mediante molienda en nitrógeno líquido, 
en un mortero con una maza. El RNA fue aislado usando RNA PLUS (MP 
Biomedicals), basado en el procedimiento descrito por Chomczynski & Sacchi 
(1987). Para la transcripción reversa se utilizó el kit comercial Superscript III First 
Strand Kit (Invitrogen). 
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El DNA genómico de H. guilliermondii, utilizado como molde para la 
amplificación de la -glucosidasa HgBgl, se obtuvo a partir de 4 mL de cultivo en 
medio YPD siguiendo el método de aislamiento descrito por Polaina y Adam 
(1991), y modificado por Latorre-García et al. (2007). En el caso de la -
glucosidasa de Paenibacillus polymyxa (PpBglA), el DNA molde se obtuvo a partir 
del plásmido pLGBGA previamente descrito por Painbeni et al. (1992). 
 
3.3.4 Plásmidos generados 
 
En el vector de expresión constitutiva YEplac112-AK se clonaron las 
secuencias codificantes de las -glucosidasas intracelulares de Neurospora 
crassa (NcBgl), Hanseniaspora guilliermondii (HgBgl) o Paenibacillus polymyxa 
(PpBglA), bajo el control del promotor de actina (pACT1) y con el marcador de 
resistencia a geneticina (kanMX4) (Figura 3.2). 
En el vector pEMBLyex4, bajo el control del promotor inducible de 
galactosa (CYC-GAL) se clonaron los genes de las permeasas de Penicillum 
oxalicum (Po_CdtC) (Figura 3.3A) y de Trichoderma reesei (Tr_SrtA a J). El 
procedimiento para generar estas construcciones se detalla en la Tabla 3.4. 
En el plásmido pSSP-GOX (una versión modificada del vector 
pEMBLyex4) que contiene el promotor inducible de galactosa (CYC-GAL) 
fusionado a la secuencia señal de la proteína Sta1 de Saccharomyces cerevisiae 
(Marín-Navarro et al. 2011; Marín-Navarro, et al. 2015a), se clonó la región 
codificante de la -glucosidasa de Aspergillus niger (AglA), dando lugar al 
plásmido pSSP-AG. Para obtener esta construcción, el gen aglA (GeneBank: 
D45356.1) fue amplificado a partir de cDNA de A. niger con los cebadores 2MC70 
(forward) y 2MC71 (reverse), digerido con XbaI/HindIII y clonado en pSSP-GOX 
en los sitios NheI/HindIII. Por otra parte, mediante fusión del gen aglA con dos 
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versiones del gen SED1 de S. cerevisiae, que contiene la secuencia de anclaje 
GPI, se generaron dos versiones híbridas de la -glucosidasa AglA. Una primera 
versión (AglA-SED1A) unida al gen completo SED1, y una segunda versión (AglA-
SED1B) unida a una forma truncada de SED1 que carece de los primeros 327 
nucleótidos (109 aminoácidos). Entre AglA y SED1 se insertó el polipéptido Gly-
Ser-Ala-Cys-Thr-Thr como espaciador (Figura 3.3B-D). El detalle de la obtención 




Figura 3.2 Esquemas de los plásmidos HgBlg_YepAK (A), NcBgl_YepAK (B) y 
PpBglA_YepAK (C) 
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Figura 3.3 Esquema de las construcciones obtenidas a partir del vector pEMBLyex4. (A) 
PoCdtC_Yex, (B) pSSP-AG, (C) pSSP-AG_Sed1A, (D) pSSP-AG_Sed1B. 
 
3.4 Cepas transformantes de levadura generadas 
 
La transformación de levaduras se realizó siguiendo el método del 
acetato de litio (Gietz & Woods 2002). Las cepas transformantes generadas en 
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a Las concentraciones de antibiótico y requerimientos adicionales son los indicados en el apartado 3.2.2. 
 
3.5 Obtención de enzimas a partir de T. reesei 
 
Para la obtención del cóctel celulolítico de T. reesei, se inocularon 2 mL 
de medio YP2P con 10 μL de una solución de esporas de aproximadamente 108 
conidios/mL y se mantuvieron en agitación orbital a 200 rpm a 30 °C durante 72 
h. Este precultivo fue utilizado para inocular las fermentaciones líquidas o 
sólidas. 
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Para la fermentación líquida se inocularon 25 mL de medio YP5P, y el 
cultivo se mantuvo en agitación orbital a 200 rpm a 30 °C durante distintos 
tiempos (2 – 11 días). A continuación, el cultivo fue centrifugado a 1500 g 5 min 
y el sobrenadante utilizado como cóctel celulolítico. 
Para la fermentación sólida se utilizaron 5 g de papel de filtro 
(RM13054252) estéril, cortado en cuadrados de 25 mm2, en un matraz de 250 
mL, humedecido con 8 mL de medio YP suplementado con 0.5 % de almidón. 
Tras el inóculo, los matraces se incubaron sin agitación a 30 °C durante distintos 
tiempos (6 - 20 días). Para extraer las enzimas del medio sólido fermentado se 
añadieron 8 mL de medio YP y se mantuvieron los matraces en agitación orbital 
a 200 rpm durante 30 min. El material sólido se eliminó mediante filtrado a 
través de un poro de aproximadamente 1 mm, centrifugación a 1500 g 5 min y 
un segundo filtrado a través de una membrana de 0.2 μm. El filtrado obtenido 
se utilizó como fuente de enzimas celulolíticas. Para algunos ensayos el filtrado 
se dializó en tampón citrato fosfato pH 5.5. 
 
3.6 Obtención de enzimas a partir de S. cerevisiae 
 
3.6.1 Obtención de -glucosidasas 
 
Las -glucosidasas producidas por S. cerevisiae se obtuvieron a partir de 
extractos celulares crudos o de sobrenadantes del cultivo. En el primer caso, los 
sedimentos de células, recolectadas por centrifugación, se lavaron con agua y se 
resuspendieron en agua, o del tampón de ensayo correspondiente, y se 
rompieron por agitación vigorosa (vórtex) con perlas de vidrio (de 425 a 600 μm 
de diámetro) durante 3 ciclos de 1 minuto alternados con 1 minuto en hielo. 
Para clarificar los extractos, se eliminaron los residuos celulares por 
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centrifugación a 15000 g 2 min. Para algunos ensayos se dializaron los 
sobrenadantes en tampón citrato fosfato pH 5.5. 
 
3.6.2 Obtención de -glucosidasa 
 
Para la producción de la -glucosidasa, se inocularon cultivos de YPD 
con las cepas de S. cerevisiae transformantes, con distintas versiones de la -
glucosidasa, a una OD600 de 0.5. El cultivo se mantuvo a 30 °C con agitación 
orbital a 200 rpm hasta que alcanzó una OD600 de alrededor de 2.0. En ese 
momento se añadió el inductor (galactosa) a una concentración final de 1 %. El 
crecimiento se mantuvo en las mismas condiciones por un periodo adicional de 
aproximadamente 18 h. El cultivo fue alicuotado y centrifugado para separar las 
células del sobrenadante. Las células fueron lavadas con tampón citrato fosfato 
pH 5.5, y resuspendidas finalmente en el mismo tampón. 
 
3.7 Ensayos de crecimiento y fermentación  
 
Se ensayó la capacidad de distintas cepas de S. cerevisiae transformadas 
con -glucosidasas extracelulares o intracelulares para crecer con celobiosa u 
otros sustratos celulósicos, así como su capacidad para fermentarlos. 
 
3.7.1 Crecimiento en celobiosa 
 
En un matraz de 50 mL se dispuso un volumen de 25 mL de medio SCC 
con G418 y galactosa al 0.1 % como inductor. Se inocularon células a una OD600 
inicial de 0.1 y se mantuvo el cultivo durante varios días a 30 °C con agitación 
orbital a 200 rpm. Se tomaron muestras a diferentes intervalos de tiempo y se 
siguió el crecimiento midiendo la OD a 600 nm. 
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3.7.2 Ensayos de fermentación 
 
Inicialmente, se preparó un cultivo de 10 mL en medio sintético mínimo, 
suplementado con 0.1 % de galactosa esterilizada por filtración, manteniendo la 
presión de selección de cada transformante de levadura. Una vez crecido, el 
cultivo se centrifugó a 1500 g 5 min y el sedimento de células se lavó con agua 
estéril. Para ensayar la fermentación en celobiosa, el sedimento se resuspendió 
en 10 mL de medio YPC suplementado con 0.1 % de galactosa. Para ensayar la 
sacarificación y fermentación simultánea de papel (SSF) se procedió de forma 
similar, pero las células se resuspendieron en 10 mL del cóctel enzimático de T. 
reesei, obtenido en la fermentación sólida, a los que se añadieron inicialmente 
0.5 g de papel filtro cortado en cuadrados. Posteriormente, conforme prosperó 
la fermentación, se realizaron cargas sucesivas de papel. Las fermentaciones 
tanto en celobiosa como en la SSF se llevaron a cabo en tubos cerrados con 
tapón de rosca, con capacidad para 14 mL, para minimizar el espacio de cabeza, 
y se mantuvieron varios días a 30 °C sin agitación. Se tomaron muestras a 
diferentes intervalos de tiempo para cuantificar etanol, celobiosa residual y 
posibles productos de transglicosilación en el medio de cultivo. El etanol 
generado en la fermentación fue medido utilizando un kit enzimático (Enzytec 
Fluid Thermo Scientific). Los azúcares presentes en la mezcla se cuantificaron 
según lo indicado en el apartado 3.9. 
 
3.8 Ensayos enzimáticos 
 
3.8.1 Ensayo de actividad -glucosidasa 
 
La actividad -glucosidasa se determinó usando alternativamente p-
nitrofenil-β-D-glucopiranosido (-pNPG) o celobiosa como sustratos. Se definió 
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1 unidad (U) enzimática como la cantidad de enzima que libera 1 μmol de 
glucosa por minuto. 
 
3.8.1.1 Actividad hidrolítica con -pNPG como sustrato 
 
Se incubaron 50 μL de la solución enzimática a testar con 500 μL de p-
nitrofenil-β-D-glucopiranosido (-pNPG) (Sigma) 5 mM en tampón fosfato 50 
mM pH 7.0, o en tampón citrato fosfato pH 5.5 a 37 °C, durante tiempos 
variables, hasta observar una coloración amarilla producto de la liberación del 
p-nitrofenol tras la hidrólisis del enlace (1→4). La reacción se detuvo 
añadiendo 1 mL de carbonato de sodio 1 M. En el caso de utilizar muestras de 
extractos crudos, el producto final se centrifugó a 15000 g 2 min. Finalmente se 
midió la absorbancia a 400 nm usando un espectrofómetro NanoDrop ND-1000 
(Thermo Fisher Scientific). La conversión de los valores de absorbancia a 
concentración se llevó a cabo utilizando el valor del coeficiente de extinción 
molar del p-nitrofenol a pH básico (18 mM-1 cm-1). 
 
3.8.1.2 Celobiosa como sustrato 
 
Se incubaron 50 μL de muestra con 150 μL de celobiosa a distintas 
concentraciones, en tampón fosfato 50 mM pH 7.0, o en tampón citrato fosfato 
pH 5.5 a 37 °C. La reacción se detuvo por calentamiento de las muestras a 95 °C, 
10 min. La glucosa liberada producto de la hidrólisis del enlace (1→4) fue 
cuantificada por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) para 
concentraciones menores de 0.3 mM según lo indicado en el apartado 3.9, o 
utilizando un kit enzimático comercial (Sigma-Aldrich, St Louis MO, USA) para 
concentraciones mayores de 0.3 mM.  
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Para el cálculo de Km se determinó la variación de la velocidad inicial en 
función de la concentración de sustrato y los datos se ajustaron a una hipérbola 
con la forma 𝑦 =
𝑎 .  𝑥
𝑏 + 𝑥
 donde y es la actividad β-glucosidasa, x es la 
concentración de celobiosa y a y b son los parámetros de ajuste que 
corresponden a Vmáx y Km, respectivamente, bajo las condiciones de ensayo. El 
ajuste matemático se realizó con el programa Sigmaplot (Systat Software, San 
Jose, CA, USA). 
 
3.8.2 Ensayo de actividad celulasa 
 
3.8.2.1 FPA (filter paper assay) 
 
La actividad celulasa se determinó midiendo los azúcares reductores 
liberados a partir de la hidrólisis de papel de filtro con el método del ácido 
dinitrosalicílico (DNS) descrito por Zhang et al. (2009) y adaptado a este trabajo. 
El ensayo consistió en incubar a 50 °C aproximadamente 17 mg de papel 
de filtro con 500 μL de diferentes diluciones de la solución enzimática, en 
tampón acetato de sodio 50 mM, pH 4.8. La reacción se detuvo mediante la 
adición de 250 μL de DNS (44 mM), e incubación a 95 °C, 15 min, tiempo en el 
cual se completa la reacción del DNS con los azúcares reductores resultantes. La 
mezcla final se centrifugó a 15000 g 5 min. Se tomaron alícuotas de 100 μL del 
sobrenadante a las que se añadieron 900 μL de agua. Se midió la absorbancia a 
540 nm en un lector de placas multipocillo (BIO-TEK Power Wave HT). Los 
azúcares reductores liberados se calcularon por interpolación en una recta 
patrón de glucosa, tratada con DNS de la misma forma. 
La actividad celulasa se calculó en FPU/mL que corresponde al 
equivalente de los μmoles de glucosa generados por minuto de reacción y por 
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7.4 .  𝐸𝐷𝑅
𝑡
, 
donde EDR (enzyme dilution rate) es la dilución de la enzima con la cual se 
genera el equivalente a 7.4 mM de glucosa a partir de 17 mg de papel y t es el 
tiempo de reacción en minutos. La EDR se calculó por interpolación en la recta 
obtenida al graficar las diferentes diluciones de la solución enzimática versus la 
concentración en mM de la glucosa liberada en cada reacción. 
 
3.8.2.2 Caracterización de los azúcares liberados en la hidrólisis de papel  
 
Usando el cóctel enzimático obtenido en la fermentación sólida, se 
hidrolizó papel y se cuantificó la glucosa y la celobiosa producidas. Diferentes 
concentraciones de papel (2.5 %, 5 % y 10 %) fueron incubadas con 500 μL del 
cóctel enzimático a 50 °C por diferentes tiempos. Despúes del tiempo de 
reacción, las enzimas se inactivaron por calor a 95 °C durante 10 min. Los 
azúcares liberados se analizaron por HPLC según lo indicado en el apartado 3.9. 
 
3.8.3 Ensayo de actividad -glucosidasa 
 
3.8.3.1 Actividad hidrolítica con -pNPG como sustrato 
 
La actividad hidrolítica -glucosidasa fue medida tanto en células como 
en el medio de cultivo usando p-nitrofenil--D-glucopiranosido(-pNPG) 
(Sigma) como sustrato. 
El ensayo se realizó incubando a 37 °C 100 μL de muestra (sobrenadante 
o células resuspendidas) con 150 μL de -pNPG 1.7 mM en tampón citrato 
fosfato pH 5.5. La reacción se paró con 500 μL de Na2CO3 1 M, y el p-nitrofenol 
liberado fue medido espectrofotométricamente a 400 nm. 
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Para determinar la estabilidad de la actividad hidrolítica de la -
glucosidasa asociada a células, se usaron sedimentos celulares provenientes de 
2 mL de un cultivo inducido. Las células fueron resuspendidas en 200 μL de 
tampón citrato fosfato pH 5.5, incubadas a 50 °C durante 24 h y centrifugadas a 
1500 g 1 min. La actividad enzimática residual se midió con 250 μLde -pNPG 1 
mM, a 50 °C y pH 5.5. Después del tiempo de reacción las células fueron 
separadas del sobrenadante por centrifugación. La reacción se detuvo en el 
sobrenadante con 500 μL de Na2CO3 1 M y se midió la absorbancia a 400 nm 
para cuantificar la actividad tras el periodo de incubación. Por otro lado, las 
células fueron lavadas, resuspendidas en el mismo tampón (sin sustrato) e 
incubadas nuevamente en las mismas condiciones antes descritas. Este 
procedimiento se repitió durante varios ciclos sucesivos. 
 
3.8.3.2 Actividad transglicosilante 
 
La actividad transglicosilante de la -glucosidasa en su versión silvestre 
(AglA) o modificada (AglA_Sed1B), fue medida en las células provenientes de 10 
mL de un cultivo inducido. En el caso del transformante con la construcción 
AglA_Sed1B, anclada covalentemente a la membrana, las células se incubaron 
previamente a 50 °C en tampón citrato fosfato pH 5.5 durante 24 h para reducir 
su actividad metabólica. Para medir la actividad transglicosilante, las células 
(tratadas o no) se resuspendieron en 1 mL de sustrato en tampón citrato fosfato 
a pH 5.5 y se incubaron a 50 °C durante diferentes tiempos. A continuación, el 
sobrenadante resultante de separar las células por centrifugación a 15000 g 1 
min se calentó a 95 °C 10 minutos para detener la reacción. Los azúcares 
generados fueron analizados por HPLC según lo indicado en el apartado 3.9. 
Como sustrato se usaron distintas disoluciones de maltosa, mezclas maltosa-
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glucosa o mezclas maltosa con otros aceptores (kanamicina, estreptomicina, 
sorbitol, celobiosa, lactosa, galactosa, xilosa y fructosa). 
 
3.9 Cuantificación de azúcares 
 
El análisis y cuantificación de azúcares se realizó por cromatografía de 
intercambio aniónico, usando un equipo de cromatografía líquida de alta 
resolución (HPLC) equipado con una columna CarboPac PA100 y un detector 
amperométrico pulsado (DIONEX HPAEC-PAD, Thermo Fisher Scientific). 
Las muestras de azúcares diluidas y filtradas se inyectaron en una 
columna PA100. Para la identificación de los azúcares se utilizaron patrones de 
glucosa, celobiosa, celotriosa, celotetraosa, maltosa, isomaltosa, panosa, 
isomaltotriosa y maltrotriosa (Sigma). La cuantificación de los azúcares se realizó 
como función de las áreas de los picos respectivos, utilizando rectas patrón 
construidas al efecto. 
 
3.10 Electroforesis de proteínas (SDS-PAGE) 
 
El sobrenadante de cultivos de BY4741_pEMBLyex4 y BY4741_AglA 
inducidos con galactosa fue concentrado 65 veces por ultrafiltración a través de 
una membrana con un tamaño de poro de 30 kDa (Thermo Scientific). La 
muestra de proteína concentrada fue dividida en 2 alícuotas, una de ellas fue 
deglicosilada por incubación con Endo H (New England Biolabs) durante 16 h a 
37 °C en presencia de un cóctel inhibidor de proteasas (Complete EDTA-free, 
Roche), y la otra fue incubada bajo las mismas condiciones, sin Endo H. Las 
muestras de proteína nativa y deglicosilada fueron sometidas a electroforesis 
en un gel de poliacrilamida. 100 μL de la solución de proteína se añadieron a 100 
μL del tampón de carga 2X (Tris-HCl 0.125 M, SDS 4 %, glicerol 20 %, azul de 
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bromofenol 0.05 % y -mercaptoetanol al 0.1 %) y se incubó a 95 °C 10 min. Las 
muestras se cargaron en un gel de poliacrilamida al 10 % y se sometieron a 70 V 
durante 2 a 3 h en un aparato omniPAGE Mini (Cleaver Scientific). El gel se tiñó 
con plata según un protocolo basado en lo descrito por Merril et al. (1981). 
 
3.11 Análisis bioinformático 
 
3.11.1 Modelización y análisis estructural de proteínas 
 
Para la modelización estructural de HgBgl, SfBgl y AglA, se utilizó el 
servidor I-TASSER (Yang et al. 2015b; Roy et al. 2010; Zhang 2008). Los modelos 
estructurales fueron analizados con el programa PyMOL (Schrödinger, LLC).  
El modelo de AglA fue ajustado para superponer la orientación de los 
residuos catalíticos putativos (D490 y D660, nucleófilo y ácido/base, 
respectivamente) con los correspondientes residuos de la -glucosidasa de Beta 
vulgaris (PDB: 3WEO). El análisis de acoplamiento docking entre glucosa, panosa 
e isomaltosa, y el modelo ajustado de AglA, se realizó con el programa Maestro 
11 (Schrödinger, LLC), tomando como referencia la interacción de la -
glucosidasa de Beta vulgaris con acarbosa (Tagami et al. 2015; Tagami et al. 
2013). 
Para el análisis de los potenciales sitios de N- y O-glicosilación de AglA 
se utilizaron los servidores NetNGlyc 1.0 
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3.11.2 Análisis filogenético 
 
Las secuencias de aminoácidos correspondientes a distintas proteínas 
transportadoras de azúcares se alinearon con el método ClustalW. Se utilizó el 
software MEGA6 (Tamura et al. 2013), con el algoritmo Neighbor Joining, matriz 
JTT y un valor bootstrap de 100 réplicas, para obtener un árbol filogenético. La 










4 CAPÍTULO I: Sinergias en la 
sacarificación y fermentación 







4.1 Resultados  
 
4.1.1 Producción de enzimas celulolíticas de Trichoderma reesei 
 
Se probaron dos sistemas de producción de enzimas de T. reesei ATCC 
56764, utilizando papel como sustrato: fermentación en medio líquido y 
fermentación en medio sólido. En la Figura 4.1A se observa que la actividad 
celulolítica del cóctel obtenido por fermentación sólida, es aproximadamente 
10 veces mayor que la correspondiente a la fermentación líquida. 
Independientemente de las consideraciones genéticas y fisiológicas acerca de 
las diferencias entre los dos tipos de fermentación (Barrios-González 2012), en 
el sistema sólido la recuperación de las enzimas es más fácil, lo que supone una 
ventaja considerable para su posterior utilización. En los cócteles enzimáticos 
también se determinó la actividad -glucosidasa. El perfil de producción fue 
similar al de la actividad celulasa (Figura 4.1B). En el cultivo líquido la actividad 
-glucosidasa mostró un ligero incremento desde la inoculación hasta el día 10 




Figura 4.1 Producción de celulasas por T. reesei por fermentación líquida (círculos 
azules) o sólida (cuadrados naranjas). (A) Actividad celulasa. (B) Actividad -glucosidasa. 
Las barras de error indican la desviación estándar de duplicados. 
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al menos 14 – 16 días. En base a estos resultados se escogió el cóctel enzimático 
producido en la fermentación en medio sólido para los siguientes ensayos. 
 
4.1.2 Hidrólisis de papel usando el complejo celulolítico de T. reesei 
 
La hidrólisis de papel de filtro a una concentración de 5 %, con el cóctel 
enzimático de T. reesei (2 FPU/mL), después de 8 h de incubación a 50 °C, dio 
lugar a glucosa y celobiosa como únicos productos detectables en cantidad 
significativa (Figura 4.2). La presencia de celobiosa, aunque en menor cantidad 
que la glucosa, confirma resultados previos de los que se deducía que la -
glucosidasa es la actividad limitante en los extractos enzimáticos de T. reesei 




Figura 4.2 Análisis del perfil de azúcares solubles. (A) Azúcares liberados por acción del 
cóctel enzimático (2 FPU/mL) a partir de 5 % de papel de filtro y después de 8 h de 
incubación a 50 °C. (B) Azúcares presentes en el cóctel enzimático de T. reesei obtenido 
por fermentación sólida, antes de la incubación con papel. (C) Patrones de azúcares 




La cinética de producción de glucosa y celobiosa a partir de tres 
concentraciones diferentes de papel de filtro (2.5, 5 y 10 %) fue seguida durante 
48 h (Figura 4.3). En todos los casos, la concentración de glucosa aumentó 
continuamente de forma proporcional a la concentración inicial de celulosa. En 
contraste, la concentración de celobiosa rápidamente alcanzó un valor máximo, 
proporcional a la cantidad inicial de celulosa. Este valor máximo se mantuvo por 
algún tiempo, probablemente como resultado de un equilibrio en el cual la 
velocidad de liberación de celobiosa por parte de las celobiohidrolasas sería 
equivalente a la velocidad de hidrólisis de celobiosa por parte de las -
glucosidasas. En el punto máximo, la concentración de celobiosa representó una 
fracción baja pero significativa (alrededor del 10 %) de la concentración inicial 
de celulosa. Considerando que la celobiosa es un potente inhibidor de las 
celobiohidrolasas, su presencia puede inhibir significativamente la hidrólisis de 




Figura 4.3 Cinética de producción de azúcares solubles a partir de la digestión de celulosa 
con el cóctel enzimático de T. reesei. Papel de filtro a diferentes concentraciones (2.5 % 
cuadrados rosas; 5 % círculos azules; 10 % triángulos verdes) fue incubado con el cóctel 
enzimático (2 FPU/mL) a 50 °C durante diferentes tiempos. (A) Producción de celobiosa, 
(B) producción de glucosa. 
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genera un máximo de más de 15 mM de celobiosa después de 20 h, valor que 
está muy por encima de la concentración de celobiosa que reduce la actividad 
enzimática al 50 % (IC50) de la celobiohidrolasa Cel7A de T. reesei (0.4 – 0.7 mM) 
(Teugjas & Väljamäe 2013a). Solo después de tiempos prolongados de 
incubación, la celobiosa se aproxima a su hidrólisis completa. 
 
4.1.3 Comparación de la actividad -glucosidasa del cóctel enzimático de T. 
reesei y la producida por S. cerevisiae T500 
 
Se compararon las propiedades de la actividad -glucosidasa presente 
en el cóctel enzimático de T. reesei y la secretada por la cepa de levadura 
recombinante T500 que expresa la enzima SfBgl de Sacharomycopsis fibuligera. 
Se analizaron dos parámetros: la actividad de las enzimas a diferentes 
concentraciones de celobiosa y su inhibición por glucosa. Con concentraciones 
de celobiosa en el rango de 5 – 400 mM, a pH 5.5 ambas enzimas tuvieron un 




Figura 4.4 Actividad -glucosidasa con celobiosa como sustrato a diferentes 
concentraciones, en muestras dializadas a 37 °C, pH 5.5. (A) Cóctel celulolítico de T. 
reesei. (B) Sobrenadante del medio de cultivo de T500.  
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genes que codifican -glucosidasas, solo una de ellas, denominada Bgl I o Cel 3A, 
es liberada al medio de cultivo (Guo et al. 2016a; Karkehabadi et al. 2014). Por 
tanto, la actividad -glucosidasa medida en el cóctel de T. reesei corresponde a 
esta enzima, para la cual se determinó una Km para celobiosa de 2.1 ± 0.5 mM, 
que no difiere significativamente del valor de 1.9 mM descrito en la literatura 
(Woodward & Arnold 1981). La Km determinada para la enzima secretada por 
T500 (SfBgl) fue ligeramente más baja (1.74 ± 0.08 mM). 
Los resultados presentados en la Figura 4.5 muestran el efecto 
inhibitorio de la glucosa sobre la actividad -glucosidasa, utilizando pNGP 
como sustrato. La -glucosidasa producida por T500 (SfBgl) es 
significativamente menos sensible a la inhibición por glucosa que la -




Figura 4.5 Inhibición por glucosa de la actividad -glucosidasa, medida en muestras 
dializadas de sobrenadante de medio de cultivo de T500 (azul) y en el cóctel enzimático 
de T.reesei (naranja) a 37 °C, usando -pNPG como sustrato a pH 5.5 (barras sólidas) o a 
pH 7.0 (barras punteadas), en concentraciones crecientes de glucosa. El valor de 
actividad sin glucosa añadida a pH 5.5 fue considerado como 100 %. Las barras de error 
representan la desviación estándar de triplicados. 
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corresponde aproximadamente a la misma cantidad de glucosa que se acumula 
durante la fermentación de papel (ver apartado siguiente).  El efecto inhibitorio 
de la glucosa usando celobiosa como sustrato puede ser ensayado de forma 
fiable solo a bajas concentraciones de glucosa, puesto que, a altas 
concentraciones la cantidad de glucosa producto de la hidrólisis de celobiosa no 
podría ser discriminada de la glucosa añadida como inhibidor. A 1 mM de 
glucosa, el efecto inhibitorio en la hidrólisis de 20 mM de celobiosa a 37 °C pH 
5.5, fue de alrededor del 25 % para ambas enzimas. 
 
4.1.4 Sacarificación y fermentación simultánea de celulosa 
 
La fermentación de celulosa se llevo a cabo utilizando como sustrato 
papel de filtro que fue digerido con el cóctel celulolítico de T. reesei. Se 
ensayaron dos cepas de levadura, la cepa recombinante T500, secretora de la 
enzima SfBgl, y su parental, no transformada, BY4741. Debido a que la carga 
inicial de papel (5 %) era consumida en poco tiempo, se realizaron cargas 
adicionales de papel como se indica en la Figura 4.6. En la fermentación con la 
cepa parental, después de aproximadamente 24 h de cada carga, se observó una 
acumulación transitoria de celobiosa de alrededor de 5 mM, mientras que con 
la cepa T500 la hidrólisis de celobiosa fue más eficiente y la degradación de papel 
fue más rápida. Como consecuencia, el rendimiento de etanol con la cepa T500 
fue significativamente más alto (35 %) que el obtenido con la cepa parental. 
Estos resultados indican, en concordancia con nuestras observaciones previas, 
que incluso la acumulación de pequeñas cantidades de celobiosa llega a ser 
limitante tanto para el progreso de la celulolisis como para la producción de 
etanol. Los rendimientos globales de la fermentación en términos de conversión 






Figura 4.6 Fermentación de papel filtro por S. cerevisiae T500, que expresa el gen de la 
-glucosidasa de S. fibuligera (cuadrados naranjas), y por la cepa parental BY4741 
(círculos azules), acoplada a la hidrólisis de celulosa por enzimas de T. reesei. La 
producción de (A) etanol, (B) celobiosa y (C) glucosa fue medida durante la 
fermentación. Las barras de error indican la desviación estándar de duplicados. Las 
sucesivas adiciones de papel de filtro a los recipientes de fermentación (0.5 g, triángulos 
llenos; 0.25 g, triángulos vacíos) se realizaron en los tiempos indicados en la barra 
superior de la figura. 
CAPÍTULO I 
98 
respectivamente. El diseño experimental usado, acoplando la maquinaria 
celulolítica de T. reesei con la fermentación por parte de una levadura que 
expresa la SfBgl, produjo concentraciones de etanol considerablemente más 
altas (7 %) que otras descritas en la literatura, en las que se utilizaban levaduras 
que expresan una o varias enzimas celulolíticas (Liu et al. 2016; Kojima et al. 
2013; Matano et al. 2012; Yamada et al. 2011; Wen et al. 2010; Jeon et al. 2009; 




El proceso para la conversión de celulosa en etanol propuesto en este 
estudio es una alternativa simple y económica. La producción in situ de enzimas 
celulolíticas tiene ventajas obvias sobre la adición de enzimas comerciales. 
Incluso en el caso aquí descrito, utilizando una cepa de T. reesei no manipulada 
genéticamente, la actividad celulolítica del complejo enzimático obtenido fue 
suficiente para alcanzar rendimientos de etanol de alrededor del 7 %, valor 
considerablemente más alto que el mínimo requerido (4.5 – 5 %) para que la 
destilación sea viable (Lennartsson et al. 2014; Viikari et al. 2012). Como primer 
objetivo, estudiamos las condiciones para la producción in situ de un complejo 
celulolítico suficientemente activo, que facilitase la fermentación y la 
producción de etanol con valores superiores al 5 %. Varios estudios han 
demostrado que el cultivo de hongos en condiciones de fermentación sólida, 
favorece la producción y el rendimiento de enzimas y otros metabolitos en 
comparación con la fermentación líquida (Barrios-González 2012). En este 
trabajo se compararon los rendimientos de enzimas celulolíticas de T. reesei 
CECT 2415 en condiciones de fermentación sólida y líquida. Con la fermentación 
sólida se obtuvo un cóctel enzimático más concentrado y por tanto, más 
adecuado para una eficiente digestión de la celulosa. 
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En el genoma de T. reesei se han identificado 10 genes que codifican -
glucosidasas, 2 de ellas pertenecen a la familia GH1 y las restantes a la familia 
GH3, pero solo una enzima denominada BGL1 (Cel3A), es liberada al medio de 
cultivo y sería parte del cóctel celulolítico (Guo et al. 2016a). Varios estudios 
indican que la acción de esta única -glucosidasa es un cuello de botella en el 
proceso de obtención de etanol a partir de celulosa (Lehmann et al. 2016; 
Sørensen et al. 2013; Nieves et al. 1998), por lo que se recurre a la 
suplementación del cóctel enzimático de T. reesei con -glucosidasas exógenas 
que mejoran la actividad celulolítica (Del Pozo et al. 2012). La adición de -
glucosidasas es necesaria para consumir la celobiosa, que es un potente 
inhibidor de las celobiohidrolasas, con una Ki de 1.5 mM (Gruno et al. 2004). 
Como se ha indicado anteriormente, durante la hidrólisis de papel a 
concentración del 5 %, por acción del cóctel enzimático de T. reesei, se acumula 
alrededor de 15 mM de celobiosa, por lo que se esperaba que un incremento en 
la cantidad de -glucosidasa disminuyese la celobiosa del medio y mejorase la 
digestión de la celulosa. Otro factor a tener en cuenta es la inhibición por glucosa 
de la -glucosidasa, considerando que este azúcar se acumula durante la 
celulolisis hasta una concentración de 70 mM (Figura 4.3). Diferentes estudios 
han abordado este problema buscando variantes naturales de -glucosidasas 
menos sensibles a la inhibición por glucosa (Teugjas & Väljamäe 2013b), 
modificando genéticamente una de las -glucosidasas de T. reesei (Guo et al. 
2016b), o realizando evolución dirigida de una -glucosidasa de Aspergillus niger 
expresada en S. cerevisiae (Larue et al. 2016). 
En este trabajo, como fuente de -glucosidasa suplementaria para la 
celulolisis, se utilizó la -glucosidasa codificada por el gen BGL1 de S. fibuligera 






Figura 4.7 Análisis comparativo de los centros activos de las -glucosidasas Cel 3A de T. 
reesei y BGL1 de S. fibuligera. (A) La estructura cristalográfica de Cel 3A (naranja) 
formando complejo con una molécula de glucosa (rojo), se presenta superpuesta con un 
modelo estructural de BGL1 (azul). Se muestran los residuos que pordrían formar 
puentes de hidrógeno con la glucosa. Estos residuos están conservados en las dos 
enzimas, excepto el S384 de Cel 3A, que formaría un contacto adicional en el sitio -1 de 
la enzima. (B) Representación esquemática de los sitios activos de las -glucosidasas de 
T. reesei y S. fibuligera, con los sitios -1 (unido a la glucosa por el extremo no reductor 
del -glucósido) y +1 (unido al residuo conectado al extremo no reductor). El sitio activo 
de la enzima (E) puede acomodar las moléculas de sustrato -pNPG o celobiosa, para 
formar el complejo enzima-sustrato (ES). Los círculos rojos representan una molécula de 
glucosa en el extremo no reductor, y los círculos grises el residuo adyacente. El número 
de contactos en el subsitio -1 es mayor que en el subsitio +1. Por tanto, es de esperar 
que la unión de la glucosa como inhibidor de la reacción (complejo EI) ocurra en el sitio 
-1. En ambas enzimas la constante de asociación para el complejo ES (Ka1 o Ka1´) sería 
más alta que para el complejo EI (Ka2 o Ka2´). Sin embargo, el hecho de que en Cel 3A se 
forme un puente de hidrógeno adicional en el sitio -1, implicaría un valor menor para la 
relación entre ambas constantes (Ka1/Ka2) respecto al de BGL1 (Ka1’/Ka2’). La estructura 
cristalográfica de T. reesei Cel 3A (PDB 3ZYZ) fue descrita por Karkehabadi et al. (2014) 
y el modelo de S. fibuligera BGL1 por Marín-Navarro et al. (2011). 
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es expresada y secretada bajo el control de un promotor constitutivo y el 
péptido señal STA1 (Marín-Navarro et al. 2011). Como fue demostrado 
previamente, SfBgl confiere a S. cerevisiae la capacidad de utilizar celobiosa 
eficientemente (Gurgu et al. 2011). En la Figura 4.5 se muestra que usando -
pNPG como sustrato, la SfBgl es significativamente más resistente a la inhibición 
por glucosa que la -glucosidasa Cel 3A suministrada por el cóctel enzimático de 
Trichoderma. Aunque con este resultado no se puede asegurar que las enzimas 
tendrían el mismo comportamiento con celobiosa como sustrato, el análisis 
comparativo de las estructuras tridimensionales de T. reesei Cel 3A y S. fibuligera 
BGL1 (Figura 4.7), sugiere que la afinidad relativa de la glucosa por su sitio de 
unión sería mayor para Cel 3A, lo cual haría a esta enzima más sensible a la 
inhibición por glucosa que BGL1. En el proceso de sacarificación y fermentación 
simultánea propuesto en este estudio, el efecto inhibitorio causado por las 
elevadas concentraciones de glucosa alcanzadas durante la fermentación es 
contrarrestado por la producción continua de -glucosidasa suplementaria, y 
por un consumo muy activo de glucosa por parte de la levadura. En términos 
generales y en comparación con la adición de enzimas comerciales, el suministro 
de actividad celobiasa por parte de la levadura fermentadora es una solución 







5 CAPÍTULO II: Fermentación de 
celobiosa por S. cerevisiae: 
análisis comparativo de 
hidrólisis intra y extracelular 









5.1.1 Caracterización de -glucosidasas intracelulares 
 
Como estudio preliminar, se realizó un análisis comparativo in vitro e in 
vivo de las propiedades de tres -glucosidasas diferentes (NcBgl, HgBgl y 
PpBglA). La secuencia codificante de cada una de estas enzimas fue introducida 
en S. cerevisiae por transformación, y las cepas resultantes fueron 
posteriormente retransformadas con un gen que codifica la proteína 
transportadora de celobiosa Po_CdtC (Li et al. 2013b). La expresión de actividad 
-glucosidasa fue medida usando -pNPG como sustrato, en extractos 
clarificados de cepas portadoras y no portadoras del gen que codifica el 
transportador Po_CdtC. La co-expresión del transportador no tuvo un gran 
impacto en la acumulación de la -glucosidasa intracelular (Figura 5.1A). Los 
transformantes con HgBgl mostraron la actividad más alta con -pNPG, mientras 
que NcBgl y PpBglA tuvieron valores más bajos (45 – 90 %). Las propiedades 
catalíticas de las tres -glucosidasas fueron comparadas in vitro, usando como 
sustrato celobiosa a diferentes concentraciones (Figura 5.1B). Las enzimas 
mostraron diferentes valores de Km. NcBgl mostró la afinidad más alta por 
celobiosa (Km = 0.163 ± 0.013 mM), mientras que para PpBglA (42 ± 8 mM) y 
HgBgl (135 ± 7 mM) los valores de Km fueron notablemente más altos. Las 
velocidades máximas de hidrólisis de celobiosa alcanzadas por las tres -
glucosidasas también fueron diferentes. PpBglA y NcBgl mostraron valores de 
Vmax significativamente más altos (35 ± 2 mU/mL y 27.9 ± 0.2 mU/mL, 
respectivamente) que HgBgl (15.2 ± 0.4 mU/mL). 
Para comparar las cinéticas de crecimiento de los dobles transformantes 
de levadura, portadores de los genes de una -glucosidasa y de la permeasa 
Po_CdtC, se inoculó con la cepa respectiva un medio con celobiosa 2 % (60 mM) 
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como fuente de carbono (Figura 5.2). Además, se inoculó una cepa con Po_CdtC, 
sin -glucosidasa, en las mismas condiciones (control negativo), o en un medio 
con glucosa 2 % (control positivo). Las cepas con NcBgl o con PpBglA crecieron 
más rápido que la cepa con HgBgl, pero mucho más lento que el control positivo. 
Este resultado sugiere que una pobre actividad celobiasa, como la de HgBgl 
(Figura 5.1B) puede limitar el crecimiento con celobiosa (Figura 5.2). Sin 
embargo, por encima de cierta actividad, como la que presenta PpBglA (Figura 
5.1B), un aumento de la competencia catalítica de la -glucosidasa no implica 
necesariamente un mejor crecimiento (Figura 5.2). Por tanto, deben ser otros 
los factores que representen cuellos de botella para la conversión de celobiosa 




Figura 5.1 Actividad -glucosidasa de levaduras transformantes simples (expresan 
NcBgl, HgBgl o PpBglA) o dobles (co-expresan una -glucosidasa y la permeasa Po_CdtC). 
Las cepas fueron cultivadas en medio sintético mínimo de selección y en el caso de los 
transformantes dobles se añadió además galactosa al 0.1 %, como inductor del gen de 
la permeasa. La actividad -glucosidasa se midió en el extracto celular clarificado a 37 
°C, pH 7.0. (A) Actividad con -pNPG, 5mM, como sustrato, de transformantes simples 
(barras llenas) o dobles (barras rayadas). Las barras de error corresponden a la 
desviación estándar de triplicados. (B) Actividad con celobiosa a diferentes 
concentraciones como sustrato, de transformantes simples (NcBgl, círculos verdes; 
HgBgl, cuadrados naranja; PpBglA triángulos morados). Las líneas sólidas corresponden 
al ajuste a la ecuación de Michaelis-Menten. 
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hacia el interior celular, mediante el transportador heterólogo de celobiosa, es 
probablemente uno de los factores limitantes. Para explorar la eficacia de 
transportadores alternativos, se evaluó la capacidad de diferentes 
transportadores de azúcares de T. reesei para permitir el crecimiento de S. 
cerevisiae en un medio con 2 % de celobiosa. Para estos estudios se seleccionó 
la -glucosidasa de NcBgl por tener la actividad más alta a concentraciones de 




Figura 5.2 Crecimiento en medio con celobiosa al 2 % (SCC + G418 + galactosa al 0.1 %) 
de los dobles transformantes de levadura que expresan el gen de Po_CdtC y distintas -
glucosidasas. En círculos vacíos se muestra el crecimiento de una cepa con Po_CdtC sin 
-glucosidasa en el mismo medio (control negativo), y en círculos llenos la misma cepa, 
pero en un medio con glucosa al 2 % (SCD + G418 + galactosa al 0.1 %) (control positivo). 
Las barras de error corresponden a la desviación estándar de duplicados. 
 
5.1.2 Caracterización de proteínas transportadoras de azúcares 
 
Como primer paso, se realizó un análisis de las 107 secuencias proteicas 
codificadas en el genoma de T. reesei (Nordberg et al. 2014), buscando aquellas 
que tuviesen un alto grado de identidad con permeasas previamente descritas 
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como transportadores de celobiosa (Tabla 1.7) y se seleccionaron 10 posibles 
transportadores de azúcares. Estas proteínas se denominaron en este estudio 
Tr_StrA – Tr_StrJ. Se realizó un análisis filogenético con estas secuencias de T. 
reesei (Figura 5.3), incluyendo también las de transportadores funcionalmente 
caracterizados (Tabla 1.7), tres homólogos estructurales cercanos a 
transportadores de celobiosa y un transportador de glucosa utilizado como 
outgroup. En la Tabla 5.1 se recogen los códigos GeneBank de todas ellas.  
 
Tabla 5.1 Secuencias proteicas correspondientes a transportadores de azúcares, 
caracterizados o putativos, utilizadas en el análisis filogenético 
 
ORGANISMO NOTACIÓN ID PROTEÍNA LOCUS TAG 
Neurospora crassa 
CDT1 XP_963801.1 NCU00801 
CDT2 XP_963873.1 NCU08114 
Trichoderma reesei 
Tr_StrA EGR49861.1 Trire2_3405 
Tr_StrB XP_006962589.1 Trire2_56684 
Tr_StrC ETS01940.1  Trire2_67752* 
Tr_StrD EGR48924.1 Trire2_77517 
Tr_StrE EGR49690.1 Trire2_46819 
Tr_StrF EGR46982.1 Trire2_4774 
Tr_StrG EGR44689.1 Trire2_69901 
Tr_StrH EGR46329.1 Trire2_22912 
Tr_StrI XP_006964877.1 Trire2_47710 
Tr_StrJ EGR47382.1 Trire2_63966 
Penicillium oxalicum 
Po_CdtB EPS32297.1 PDE_07257 
Po_CdtC EPS25673.1 PDE_00607 
Po_CdtD EPS25817.1 PDE_00753 
Po_CdtE EPS33073.1 PDE_08035 
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ORGANISMO NOTACIÓN ID PROTEÍNA LOCUS TAG 
Po_CdtF EPS27166.1 PDE_02109 
Po_CdtG EPS34431.1 PDE_09395 
Po_CdtH EPS27955.1 PDE_02900 
Po_CdtJ EPS34570.1 PDE_09534 
Po_CdtK EPS29907.1 PDE_04857 
Kluyveromyces lactis LAC12 CAA30053.1 - 
Penicillium 
chrysogenum 
Pc_ST XP_002559288.1 Pc13g08630 
Thielavia terrestris Tt_ST XP_003656976.1 THITE_2122280 
Aspergillus nidulans An_ClA XP_660418.1 AN2814.2 
Staphylocucus 
epidermis 
Se_4LDS WP_083320016.1 - 
Escherichia coli Ec_4GBY WP_089616118.1 - 
Homo sapiens Hs_5EQG BAD92224.1 - 
Saccharomyces 
cerevisiae 
Sc_HXT NP_011962.1 YHR094C 
* La secuencia ensamblada por el Joint Genome Institute como parte del proyecto de 
secuenciación del genoma completo (ID 3435777) corresponde a EGR45703.1 y difiere de la 
utilizada en el presente trabajo (ETS01940.1). En la primera, se predice el splicing de un intrón 
entre las posiciones 479756 (5´) y 479853 (3´) del DNA genómico, pero las evidencias 
experimentales actuales muestran que el splicing en el sitio 3’ ocurre en la posición 479820 y 
no en 479853 (es decir, el intrón real es algo más corto que el predicho teóricamente). 
 
En la Figura 5.3 se muestra que las secuencias Tr_StrA a Tr_StrC, se 
agrupan en la misma rama del árbol filogenético (marcado en azul) que varios 
transportadores de celobiosa, entre los que están CDT1 de N. crassa y Po_CdtC 
de P. oxalicum. En una rama distinta (marcada en naranja) se agrupan las 
permeasas Tr_StrD a Tr_StrF junto al CDT2 de N. crassa y al Po_CdtD de P. 
oxalicum, los cuales pueden transportar celobiosa pero con menor eficiencia 
que sus homólogos CDT1 y Po_CdtC (Galazka et al. 2010; Li et al. 2013b). Tr_StrG 





Figura 5.3 Análisis filogenético de transportadores de azúcares de diferentes 
organismos: Nc (N. crassa), Po (P. oxalicum), Tr (T. reesei), Tt (T. terrestris), Kl (K. lactis), 
Pc (P. chrysogenum), Sc (S. cerevisiae), Se (S. epidermidis), Hs (H. sapiens), Ec (E.coli). Los 
transportadores identificados con los códigos PDB: Se_4LDS del symporter H+/glucosa; 
Hs_5EQG transportador GLUT1; y Ec_4GBY del symporter H+/xilosa, son los homólogos 
estructurales más cercanos a los transportadores de celobiosa. El transportador de 
glucosa Sc_HXT fue incluido como “outgroup”. Las proteínas marcadas con un asterisco 
han sido descritas como transportadoras de celobiosa, y aquellas marcadas con una 
flecha fueron seleccionadas para este estudio. Las ramas azules y naranjas indican los 
agrupamientos con CDT1 y CDT2, respectivamente. 
 
Se construyeron cepas dobles transformantes de S. cerevisiae con 
capacidad potencial de hidrolizar celobiosa intracelularmente, por expresión de 
la enzima NcBgl, y cada uno de los presuntos transportadores de T. reesei a 
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estudiar. Solo la cepa con Tr_StrC mostró crecimiento en un medio con celobiosa 
como única fuente de carbono, hasta densidades celulares superiores a las del 
control negativo sin permeasa (Figura 5.4), aunque su tasa de crecimiento fue 
algo menor que la alcanzada por el transformante que expresaba Po_CdtC. Las 
otras cepas dieron un resultado equivalente al del control negativo. En base a 
estos resultados, se seleccionaron los dobles transformantes NcBgl/Po_CdtC y 




Figura 5.4 Crecimiento en medio con celobiosa al 2 % (SCC + G418 + galactosa al 0.1 %) 
de los dobles transformantes de levadura que expresan el gen de la NcBgl y diferentes 
genes de permeasas (excepto la cepa control negativo que carece de permeasa). En el 
recuadro lateral de la figura se muestran los códigos de colores de las cepas de acuerdo 
con la permeasa que expresan. Las barras de error indican la desviación estándar de 
duplicados. 
 
5.1.3 Fermentación de celobiosa: análisis comparativo de hidrólisis intra y 
extracelular 
 
Se compararon dos estrategias diferentes para convertir la celobiosa en 
etanol usando diferentes cepas de S. cerevisiae manipuladas genéticamente. La 
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hidrólisis extracelular de la celobiosa se realizó con la cepa transformante T500 
que expresa el gen de la -glucosidasa de Saccharomycopsis fibuligera (SfBgl) 
fusionado a un péptido señal de S. cerevisiae (Gurgu et al. 2011; Marín-Navarro 
et al. 2011). Dicha cepa secreta la -glucosidasa al medio de cultivo, pero 
alrededor de un 70 % de la enzima permanece unida a la superficie celular 
(Gurgu et al. 2011). La hidrólisis intracelular de la celobiosa se realizó con las 
cepas previamente seleccionadas en este trabajo que expresan la -glucosidasa 
intracelular de N. crassa y una permeasa de celobiosa (NcBgl/Po_CdtC o 
NcBgl/Tr_StrC). 
Las tres cepas a caracterizar y una cuarta, utilizada como control 
negativo, carente de -glucosidasa y permeasa, fueron inicialmente inoculadas 
en un medio mínimo de selección, con glucosa, y cultivadas hasta fase 
estacionaria. En esta etapa, se recogieron las células y  se utilizaron para 
determinar la actividad celobiasa in vitro o para analizar la capacidad 
fermentativa de celobiosa de cada cepa. La actividad celobiasa in vitro fue 
determinada en extractos de células rotas con el objetivo de comparar el aporte 
inicial de -glucosidasa a la fermentación. Bajo estas condiciones, la actividad 
celobiasa de las tres cepas estuvo en el mismo orden de magnitud (Figura 5.5A). 
Sin embargo, cuando las células fueron inoculadas en un medio con celobiosa 
como fuente de carbono, las tasas de consumo de este disacárido fueron muy 
diferentes (Figura 5.5B). La cepa con la -glucosidasa extracelular hidrolizó 
alrededor del 80 % de la celobiosa inicial, después de 2 días de fermentación, 
mientras que en las cepas con la -glucosidasa intracelular, este consumo no se 
alcanzó hasta pasados 24 días. La tasa de producción de etanol también fue más 
rápida en la cepa con SfBgl (Figura 5.5C), con un rendimiento final cercano al 
máximo teórico (10 g/L). En contraste, las cepas con la -glucosidasa intracelular 





Figura 5.5 Análisis de la capacidad fermentativa de cepas de levadura con una -
glucosidasa intracelular o extracelular. Los transformantes NcBgl/Po_CdtC, barras o 
círculos naranjas; NcBgl/Tr_StrC, barras o cuadrados azules; SfBgl, barras o triángulos 
verdes; y el control negativo sin Bgl/sin permeasa, barras o diamantes grises, fueron 
inicialmente cultivados en un medio con glucosa al 2 % (medio SD de selección, con 
galactosa al 0.1 %). El sedimento celular fue usado para determinar la actividad -
glucosidasa en los extractos celulares, con celobiosa 60 mM como sustrato (A), o para 
inocular un medio con celobiosa al 2 % (YPC con galactosa al 0.1 %) bajo condiciones 
fermentativas. Durante la fermentación se midió el consumo de celobiosa (B), la 
producción de etanol (C), y la formación de productos de transglicosilación (celotriosa 
círculos llenos, celotetraosa círculos vacíos) (D). Las barras de error corresponden a la 
desviación estándar de triplicados (A) o duplicados (B, C y D). 
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al consumo de celobiosa, en la estrategia intracelular se detectó la síntesis de 
oligosacáridos (celobiosa y celotriosa) con perfiles similares (Figura 5.5D), no así 
en la estrategia extracelular. Dichas celodextrinas se acumularon hasta un 
máximo, probablemente como resultado de la actividad transglicosilante de la 
NcBgl, y fueron degradadas después de tiempos de incubación más 
prolongados. La cantidad máxima de oligosacáridos sintetizados, tras 17 días de 




Figura 5.6 Sacarificación y fermentación simultánea de celulosa usando enzimas 
celulolíticas de T. reesei y diferentes cepas de S. cerevisiae. NcBgl/Po_CdtC; 
NcBgl/Tr_StrC; NcBgl/sin permeasa; T500. Como controles negativos se usaron dos 
cepas, una que expresa el gen de la NcBlg pero carece de permeasa y la cepa silvestre 
BY4714. Se realizaron adiciones sucesivas de papel filtro según lo indicado en la parte 
superior de la figura: triángulos llenos (0.5 g); triángulos grises (0.25 g); triángulos vacíos 
(0.125 g). Las barras de error corresponden a la desviación estándar de duplicados. 
 
Aunque la cepa T500 claramente mostró una eficiencia fermentativa 
más alta que las cepas que realizan hidrólisis intracelular, cuando se usó 
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celobiosa como único azúcar fermentable, los resultados podrían ser diferentes 
en el caso de la sacarificación y fermentación simultánea de otros sustratos 
celulósicos más complejos. Bajo estas condiciones y en comparación con el 
experimento previo, la concentración de celobiosa es mucho más baja 
(alrededor de 8 mM) y la concentración de glucosa es mucho más alta (puede 
llegar a 50 mM) (Figura 4.6). Esto representa una clara desventaja para T500, ya 
que SfBgl tiene una baja afinidad por celobiosa (Figura 4.4), y es mucho mas 
sensible a la inhibición por glucosa (Figura 4.5) que NcBgl (Meleiro et al. 2015; 
Yang et al. 2015a; de Giuseppe et al. 2014). Por tanto, comparamos nuevamente 
las dos estrategias usando celulosa (papel de filtro) como material fermentable. 
A pesar de las características desfavorables de SfBgl, la SSF de celulosa usando 
T500 generó rendimientos de etanol más altos que cualquiera de las otras dos 
cepas (NcBgl/Po_CdtC o NcBgl/Tr_StrC), las cuales tuvieron un comportamiento 




La hidrólisis de la celobiosa es un punto clave en la conversión de 
material lignocelulósico en etanol. En los últimos años, con el propósito de 
disminuir el coste que supone la adición de enzimas exógenas a los cócteles 
celulolíticos, se han construido cepas transformantes de S. cerevisiae, capaces 
de hidrolizar y fermentar celobiosa mediante diferentes estrategias. Las dos 
principales propuestas han sido la hidrólisis extracelular de la celobiosa 
mediante una -glucosidasa secretada al medio (van Rooyen et al. 2005; Gurgu 
et al. 2011; Treebupachatsakul et al. 2016; Saitoh et al. 2010; Kricka et al. 2015; 
Hasunuma & Kondo 2012; Yamada et al. 2013), o la conversión intracelular de 
celobiosa en glucosa mediada por un transportador del azúcar (Lian et al. 2014; 
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Bae et al. 2014; Ha et al. 2011; Zhang et al. 2013; Galazka et al. 2010; dos Reis 
et al. 2016; Li et al. 2013b; Ha et al. 2013b; Hu et al. 2016). 
Como primera aproximación, en este capítulo se analizó el efecto del 
transporte de celobiosa y la hidrólisis intracelular del disacárido, en la capacidad 
de S. cerevisiae para crecer en un medio con este azúcar como fuente de 
carbono. Se compararon tres -glucosidasas intracelulares, NcBgl y PpBglA de la 
familia GH1, y HgBgl de la familia GH3, las cuales mostraron un comportamiento 
cinético muy diferente (Figura 5.1B). A concentraciones de celobiosa iguales o 
inferiores a 60 mM (≈ 2 %), la actividad -glucosidasa de NcBgl fue la más alta, y 
la de HgBgl la más baja, mientras que PpBglA mostró una actividad intermedia. 
Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en las cinéticas de 
crecimiento de los transformantes con NcBgl y PpBglA, lo que indica que, por 
encima de cierto nivel de actividad -glucosidasa, ésta no limita la asimilación 
de celobiosa, y que por lo tanto el principal cuello de botella es el transporte del 
disacárido. 
En la búsqueda de transportadores adecuados de celobiosa, realizamos 
un estudio de potenciales permesas de azúcares, entre secuencias de T. reesei 
con elevada similitud con transporadores de celobiosa previamente 
caracterizados. Como resultado de este análisis seleccionamos diez potenciales 
permeasas (Tabla 5.1). Sin embargo, solo una de ellas (Tr_StrC) fue capaz de 
favorecer el crecimiento de S. cerevisiae en un medio con celobiosa como fuente 
de carbono (Figura 5.4). Según el análisis filogenético (Figura 5.3), Tr_StrC se 
agrupa con CDT1 de N. crassa, CdtC de P. oxalicum (Po_CdtC), y otros 
transportadores de azúcares como TtST de T. terrestris, PcST de P. chrysogenum, 
CdtG de P. oxalicum y LAC12 de K. lactis, previamente descritos por conferir a S. 
cerevisiae la capacidad de crecer en celobiosa (Tabla 1.7). Tr_StrA, Tr_StrB y 
CdtK de P. oxalicum (Po_CdtK) también están dentro de este nodo, pero más 
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alejadas de CDT1 y Po_CdtC. Según nuestros resultados ni Tr_StrA ni Tr_StrB 
permiten el transporte de celobiosa en S. cerevisiae, y según Li et al. (2013b) 
Po_CdtK tampoco. Sin embargo, según Bae et al. (2014) un tranformante de S. 
cerevisiae que expresa Tr_StrA/NcBgl fue capaz de crecer en un medio con 
celobiosa (40 g/L) hasta una densidad similar a la del transformante 
Tr_StrC/NcBgl (Tabla 1.7). Estas discrepancias podrían ser debidas a diferencias 
en los sistemas experimentales. En nuestro trabajo, la expresión del gen de la 
permeasa fue controlada por un promotor inducible por galactosa, mientras que 
en el estudio antes mencionado utilizaron un promotor constitutivo (GPD: 
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa) (Mumberg et al. 1995). Una menor expresión 
de Tr_StrA (en nuestras condiciones) podría explicar la pérdida de la capacidad 
de transportar celobiosa del transformante. Además, en este trabajo se usó una 
concentración de celobiosa más baja (20 g/L), que podría ser insuficiente para 
permeasas con baja afinidad. En cualquier caso, nuestros resultados indican que 
Tr_StrC es un transportador de celobiosa más eficiente que Tr_StrA. Por otro 
lado, Tr_StrD, Tr_StrE y Tr_StrF se agruparon con CDT2 de N. crassa y CdtD de 
P. oxalicum. Estas dos permeasas habían demostrado capacidad para 
transportar celobiosa en S. cerevisiae, pero con menor eficiencia que sus 
respectivos homólogos, CDT1 y CdtC (Galazka et al. 2010; Li et al. 2013b). Dentro 
de este nodo también se ubican otros transportadores de P. oxalicum (CdtB, 
CdtE, CdtF, CdtH y CdtJ) que no permitieron el transporte de celobiosa en S. 
cerevisiae (Li et al. 2013b). En términos generales, se puede decir que los 
transportadores relacionados con CDT2 son menos competentes que los 
relacionados con CDT1 para promover la fermentación de celobiosa en 
levadura. Finalmente, Tr_StrG, Tr_StrH, Tr_StrI y Tr_StrJ, que se agrupan fuera 
de los dos nodos principales, también fueron incapaces de favorecer el 
crecimiento en celobiosa de S. cerevisiae. Aunque Tr_StrI ha sido descrita como 
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permeasa de celobiosa (Stp1), su eficiencia fue mucho más baja que la de CDT1, 
mostrando un crecimiento significativamente tardío (Zhang et al. 2013). Tal 
comportamiento podría reflejar que para promover el crecimiento en celobiosa 
con Stp1 son necesarias mutaciones de la proteína. 
Otro aspecto a ser considerado es el mecanismo de transporte utilizado 
por las permeasas de celobiosa. Mientras CDT1 es un H+-symporter, CDT2 es un 
facilitador simple (Kim et al. 2014). En CDT1 el transporte del azúcar disipa parte 
del gradiente de protones generado por la H+-ATPasa plasmática, lo cual implica 
un gasto energético. En base a este hecho algunos autores han propuesto que 
un transportador pasivo como CDT2 podría ser energéticamene mas favorable, 
especialmente en condiciones anaerobias donde el suministro de ATP es más 
bajo (Lian et al. 2014). La evolución dirigida de CDT2 ha mejorado su eficiencia 
hasta niveles similares a los del CDT1 silvestre (Lian et al. 2014). Las versiones 
mejoradas de CDT2 introducidas en S. cerevisiae, y usando celobiosa (20 g/L) 
como fuente de carbono, dan lugar a rendimientos de etanol significativamente 
más altos que CDT1, lo cual apoya la teoría de la ventaja del transporte pasivo. 
Sin embargo, se debe tener en cuenta que en un sistema SSF las concentraciones 
de celobiosa en el medio extracelular son significativamente más bajas, por lo 
que un transportador activo podría ser ventajoso ya que podría aumentar la 
concentración de celobiosa intracelular y favorecer el funcionamiento de la -
glucosidasa. 
La predicción del mecanismo de transporte de una permeasa es 
bastante difícil debido a la alta divergencia en las secuencias de la superfamilia 
MFS (Madej 2015). Sin embargo, estudios estructurales y funcionales mediante 
mutagénesis dirigida han revelado algunos aspectos clave. Un residuo ácido (Asp 
o Glu) conectado a través de un puente salino con una Arg conservada, forma el 
sitio de unión al protón (H+) y es esencial para el transporte activo (Madej et al. 
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2014). Cuando este residuo fue reemplazado por un residuo neutro en varios 
symporters (azúcar/H+), las permeasas conservaron su capacidad para permear 
el azúcar pero actuando como uniporters (Iancu et al. 2013). De igual forma, 
alineamientos estructurales y de secuencias de permeasas funcionalmente 
identificadas, mostraron que todos los symporters (azúcar/H+) tienen el residuo 
ácido, mientras que muchos uniporters tienen un residuo neutro en esa posición 
(Iancu et al. 2013). Sin embargo, GLUT2, un uniporter de glucosa, tiene un Asp 
en esa posición. Esto se ha explicado, basado en un modelado estructural y 
estudios de mutagénesis, por la formación de un puente de hidrógeno entre 
este residuo Asp y una Ser, lo que impediría el intercambio de protones (Iancu 
et al. 2013). Un análisis de secuencia de las permesas seleccionadas en la Figura 
5.3, indica que todos estos transportadores tienen un residuo Asp en esa 
posición (Figura 5.7). Por otro lado, Tr_StrD y Po_CdtJ tienen una Lys en lugar de 
la Arg conservada que forma el puente salino con el Asp. Se desconoce si esta 
sustitución afectaría a la unión del protón al residuo de Asp. Como era de 
esperar, CDT1 y LAC12 de K. lactis, ambos identificados como H+/symporters, 
tienen un Asp en esa posición (residuos 90 y 89, respectivamente). CDT2 a pesar 
de ser un uniporter, también tiene un Asp en la posición 56, al igual que lo 
descrito para el uniporter GLUT2. 
Un tema recurrente en los estudios de la fermentación de celobiosa por 
S. cerevisiae, es la confrontación de las estrategias de hidrólisis extracelular e 
intracelular. Algunos trabajos concluyen que la hidrólisis intracelular es más 
eficiente, comparando los rendimientos de etanol obtenidos mediante este 
método, con los de otros grupos que utilizaban una -glucosidasa fijada a la 
superficie celular (Ha et al. 2011), o con una -glucosidasa extracelular añadida 
exógenamente (Lee & Jin 2017). La conclusión derivada de esos análisis es 




PERMEASA     *    
      +     
Nc_CDT1 87 N G Y D G S L 93 
 
171 V V G R F V L 177 
Nc_CDT2 53 T G Y D G M F 59 
 
136 M G G R T M L 142 
Kl_LAC12 86 Q G Y D G A L 92 
 
170 I G G R W F V 176 
An_ClA 77 N G Y D G S L 83 
 
161 I V G R F I L 167 
Pc_ST 79 N G Y D G S L 85 
 
164 V V G R F V L 170 
Tt_ST 80 N G Y D G S L 86 
 
164 V V G R F I L 170 
Tr_StrA 29 N G Y D G S L 35 
 
113 M G G R F L L 119 
Tr_StrB 34 N G F D S N T 40 
 
116 M G G R F I L 122 
Tr_StrC 73 S G F D G S I 79 
 
157 L G G R F V L 163 
Tr_StrD 47 L G I D G S M 53 
 
130 I G G K I V L 136 
Tr_StrE 53 S G F D S Q M 59 
 
136 I V A R I I L 142 
Tr_StrF 7 G G Y D G S M 13 
 
89 V V A R V V L 95 
Tr_StrG 22 Q G F D I S S 28 
 
105 I V G R L L C 111 
Tr_StrH 20 F G F D I S S 26 
 
117 I V A R I I N 123 
Tr_StrI 50 F G Y D S G Y 56 
 
141 V A G R L I A 147 
Tr_StrJ 36 Y G Y D T G T 42 
 
129 L A G R F F A 135 
Po_CdtB 52 T G Y D G M M 58 
 
135 V A G R L F L 141 
Po_CdtC 79 N G Y D G S L 85 
 
163 V V G R F I L 169 
Po_CdtD 41 N G Y D G S L 47 
 
124 V C G R I V L 130 
Po_CdtE 59 N G F D G S M 65 
 
142 V A A R L L I 148 
Po_CdtF 52 S G F D S Q I 58 
 
120 I V A R M L L 126 
Po_CdtG 72 N G F D S S L 78 
 
156 M G G R F L L 162 
Po_CdtH 54 Q G F D A S M 60 
 
137 V F S R F L V 143 
Po_CdtJ 47 L G I D G S M 53 
 
130 I G G K V I L 136 
Po_CdtK 68 F G I D W G V 74 
 
151 M A G R F F M 157 
  
Figura 5.7 Alineamiento de las secuencias polipeptídicas de las permeasas usadas para 
el análisis filogenético. El residuo de Asp que representa el sitio de unión a los H+ en los 
H+/symporters y el de Arg que esta muy conservado y forma un puente salino con dicho 
Asp están marcados con un * y un +, respectivamente, y resaltados en rojo. El residuo 
de Lys que difiere de la Arg muy conservada está marcado en verde. 
 
comparables, y en el segundo, la adición exógena es una situación diferente a la 
síntesis y secreción genéticamente controlada por una levadura transformante. 
También se ha intentado comparar las dos estrategias expresando la misma 
secuencia de una -glucosidasa extracelular, con y sin su péptido señal 
(Njokweni et al. 2012). En este caso, el transformante representativo de la 
estrategia intracelular (sin péptido señal) mostró un crecimiento limitado en 
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celobiosa, similar al control negativo sin -glucosidasa, incluso con la co-
expresión de una permeasa del disacárido. Una explicación a este resultado 
negativo, puede ser un inadecuado plegamiento de la proteína en el citoplasma, 
considerando que de forma natural la -glucosidasa seleccionada es secretada 
al medio. De igual forma, forzar la secreción de enzimas intracelulares 
adicionando un péptido señal, normalmente compromete el plegamiento de la 
proteína. Además, en el caso de que la proteína fuese estructuralmente viable, 
estas enzimas son altamente inestables en el medio extracelular en 
comparación con las enzimas secretadas de forma natural. Por lo tanto, un 
mejor abordaje para la confrontación de las estrategias de hidrólisis de 
celobiosa intracelular y extracelular en S. cerevisiae, sería mediante la expresión 
heteróloga de -glucosidasas que, en los organismos de origen, sean traducidas 
en el citosol o liberadas a la ruta de secreción, respectivamente. Además, 
considerando que la capacidad fermentativa de las levaduras depende del fondo 
genético de la cepa (Gurgu et al. 2011), es muy importante llevar a cabo la 
confrontación de las estrategias con transformantes provenientes del mismo 
huésped. Estas son las consideraciones utilizadas en este estudio. 
En el presente trabajo comparamos la capacidad de fermentar celobiosa 
de dos cepas transformantes de S. cerevisiae (Po_CdtC/NcBgl y Tr_StrC/NcBgl), 
ambas portadoras de una permeasa y una -glucosidasa intracelular, con otra 
cepa de S. cerevisiae (T500) que secreta una -glucosidasa (SfBgl) de S. 
fibuligera. La cepa T500 retiene en la superficie celular alrededor del 70 % de la 
-glucosidasa secretada (Gurgu et al. 2011). La actividad -glucosidasa asociada 
a células de este transformante, fue más baja que la de las cepas con la -
glucosidasa intracelular (Figura 5.5A). Además, la Km de SfBgl (1.74 mM ± 0.08 
mM) es alrededor de 10 veces más alta que la de NcBgl (0.163 + 0.013 mM). A 
pesar de eso, la cepa de SfBgl fue capaz de fermentar el 80 % de la celobiosa 
CAPÍTULO II 
122 
inicial en un tiempo mucho más corto que los transformantes con la -
glucosidasa intracelular (Figura 5.5B). Estos resultados indican que ni los niveles 
de expresion ni las características de la -glucosidasa, son responsables del 
consumo más bajo de celobiosa por parte de las cepas Po_CdtC/NcBgl y 
Tr_StrC/NcBgl, por lo que el principal cuello de botella estaría en la actividad de 
los transportadores de celobiosa. Esta limitación podría ser reducida con 
versiones mejoradas de permeasas. De hecho, se ha incrementado la capacidad 
de transporte de celobiosa de diferentes permeasas con métodos de evolución 
dirigida, que a su vez han mejorado la fermentación de celobiosa (Lian et al. 
2014; Ha et al. 2013b; Ha et al. 2013a). Por otro lado, la eficiencia de conversión 
de celobiosa en etanol en las cepas con la -glucosidasa intracelular (55 %) fue 
más bajo que en la cepa con SfBgl (76 %). Esto podría estar relacionado con el 
hecho de que parte de la celobiosa consumida es transitoriamente secuestrada 
en forma de celodextrinas (celotriosa y celotetraosa) como resultado de la 
actividad transglicosilante de NcBgl (Figura 5.5D). Así, otro aspecto para mejorar 
la fermentación de celobiosa sería la reducción de esta actividad secundaria en 
las -glucosidasas. En el proceso de SSF de celulosa (Figura 5.6) también se 
observó mayor eficiencia de la estrategia de hidrólisis extracelular de la 
celobiosa. Este es un resultado significativo, considerando que bajo esas 
condiciones (baja concentración de celobiosa y alta concentración de glucosa) 
(Figura 4.6), las características intrínsecas de SfBgl (baja afinidad por celobiosa y 
fuerte inhibición por glucosa), comparadas con las de NcBgl, significan una clara 
desventaja para la estrategia extracelular. De hecho, a pesar de que la 
fermentación con T500 resulta en una reducción drástica (10 veces) de los 
niveles de celobiosa durante la SSF de celulosa (Figura 4.6), la concentración de 
este disacárido es todavía inhibitoria para la celulasas (Teugjas & Väljamäe 
2013a). Así, la aproximación extracelular podría ser mejorada usando variantes 
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de -glucosidasas con alta afinidad por celobiosa y tolerancia a glucosa, también 
conseguible por evolución dirigida (Guo et al. 2016b). 
La hidrólisis intracelular de celobiosa ha sido propuesta como una 
estrategia ventajosa para la co-fermentación con xilosa, ya que esto evitaría la 
acción represiva e inhibitoria de la glucosa sobre el transporte y metabolismo 
de xilosa (Ha et al. 2011; Chomvong et al. 2014; dos Reis et al. 2016). Sin 
embargo, se debería considerar que en un sistema de SSF de celulosa, la glucosa 
es producida extracelularmente a altas concentraciones, con o sin -glucosidasa 
añadida (Figura 4.6) (Tang et al. 2013). Por tanto, en un proceso de SSF, ambas 
estrategias de hidrólisis de celobiosa podrían ser mejoradas por la co-expresión 
de transportadores de xilosa de alta afinidad (Leandro et al. 2006). Un paso más 
en el desarrollo de un método para la fermentación de celulosa es el bioproceso 
consolidado (CBP), en el cual la síntesis de las enzimas celulolíticas, la hidrólisis 
de la celulosa y la fermentación son realizadas por un mismo microorganismo 
(den Haan et al. 2015; Parisutham et al. 2014; Yamada et al. 2013; Hasunuma et 
al. 2013; Olson et al. 2012). Aunque estas estrategias aún requieren 
considerable mejora, representan un nuevo contexto para la re-evaluación de la 
eficiencia de la hidrólisis de celobiosa intracelular y extracelular. 
En conclusion, nuestros resultados indican que la fermentación de 
celobiosa por S. cerevisiae, tras hidrólisis extracelular, supera en las condiciones 
experimentales ensayadas, a la estrategia intracelular. En otras condiciones, la 
estrategia alternativa podría ser más ventajosa. Algunos aspectos específicos 
para mejorar ambas aproximaciones serían la selección de -glucosidasas con 

















6.1.1 Expresión del gen aglA de A. niger en S. cerevisiae 
 
La cepa BY4741 de S. cerevisiae usada como huésped, es isogénica a la 
cepa silvestre S288C, y contiene en su genoma genes funcionales que codifican 
permeasas de maltosa (AGT1 y MAL31) y -glucosidasas intracelulares (MAL12 
y MAL32) pero carece del gen (MAL13 o MAL33) que codifica la proteína 
activadora requerida para la expresión de la permeasa y la -glucosidasa 
(Naumov et al. 1994; Charron et al. 1989). Por lo tanto, la cepa BY4741 es 
fenotípicamente maltosa negativa, una característica deseable ya que evita la 




Figura 6.1 Análisis SDS-PAGE de las proteínas recuperadas del medio de cultivo de S. 
cerevisiae BY4741_AglA (C,D), y de la cepa control transformada con el vector de 
clonación (A,B). Las muestras tratadas con la glicosidasa EndoH se muestran en las líneas 
B y D, y las no tratadas en las líneas A y C. Las flechas indican las bandas diferenciales, 
presentes en la cepa que expresa la AglA extracelular y ausentes en el control. 
 
La cepa BY4741 fue transformada con el plásmido pSSP-AG, que lleva el 
gen aglA de A. niger. Los cultivos inducidos con galactosa de estos 
transformantes mostraron actividad -glucosidasa (1.4 mU/mL), la cual se 
encuentra distribuida tanto en el medio de cultivo (53 %) como asociada a 
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células (47 %). Un cultivo control de la misma cepa transformada con el vector 
de clonación (pEMBLyex4) no presentó actividad enzimática detectable. La 
expresión extracelular de la -glucosidasa por la levadura transformante fue 
visualizada por electroforesis en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), como una 
banda difusa correspondiente a una proteína de alto peso molecular, por 
encima de 240 kDa, indicando un alto grado de glicosilación (Figura 6.1, línea C). 
Después del tratamiento con EndoH (Figura 6.1, línea D) la masa de la proteína 
bajó a aproximadamente 135 kDa, y migró en el gel de electroforesis como una 
banda más definida. Esto indica que la proteína no fue completamente 
deglicosilada ya que la masa esperada para el monómero es de 106 kDa. Esto 
puede deberse a que las Asn modificadas por glicosilación no son accesibles 
estructuralmente a la EndoH o a que la proteína es ampliamente modificada por 
O-glicosilación, no reversible por EndoH. El análisis de secuencia de AglA indica 
que efectivamente hay varios sitios potenciales de O-glicosilación accesibles 
estructuralmente y agrupados en una misma zona de la proteína (Figura 6.2). La 
imposibilidad de EndoH de deglicosilar estos sitios explicaría por qué el tamaño 







Figura 6.2 Análisis de los potenciales sitios de glicosilación de la -glucosidasa de A. 
niger. En la secuencia de aminoácidos (A) y en el modelo de la estructura trimensional 
(B) se resaltan los potenciales sitios de N- y O-glicosilación en azul y rojo, 
respectivamente. 
1    MVKLTHLLAR AWLVPLAYGA SQSLLSTTAP SQPQFTIPAS ADVGAQLIAN IDDPQAADAQ 
61   SVCPGYKASK VQHNSRGFTA SLQLAGRPCN VYGTDVESLT LSVEYQDSDR LNIQILPTHV 
121  DSTNASWYFL SENLVPRPKA SLNASVSQSD LFVSWSNEPS FNFKVIRKAT GDALFSTEGT 
181  VLVYENQFIE FVTALPEEYN LYGLGEHITQ FRLQRNANLT IYPSDDGTPI DQNLYGQHPF 
241  YLDTRYYKGD RQNGSYIPVK SSEADASQDY ISLSHGVFLR NSHGLEILLR SQKLIWRTLG 
301  GGIDLTFYSG PAPADVTRQY LTSTVGLPAM QQYNTLGFHQ CRWGYNNWSD LADVVANFEK 
361  FEIPLEYIWT DIDYMHGYRN FDNDQHRFSY SEGDEFLSKL HESGRYYVPI VDAALYIPNP 
421  ENASDAYATY DRGAADDVFL KNPDGSLYIG AVWPGYTVFP DWHHPKAVDF WANELVIWSK 
481  KVAFDGVWYD MSEVSSFCVG SCGTGNLTLN PAHPSFLLPG EPGDIIYDYP EAFNITNATE 
541  AASASAGASS QAAATATTTS TSVSYLRTTP TPGVRNVEHP PYVINHDQEG HDLSVHAVSP 
601  NATHVDGVEE YDVHGLYGHQ GLNATYQGLL EVWSHKRRPF IIGRSTFAGS GKWAGHWGGD 
661  NYSKWWSMYY SISQALSFSL FGIPMFGADT CGFNGNSDEE LCNRWMQLSA FFPFYRNHNE 
721  LSTIPQEPYR WASVIEATKS AMRIRYAILP YFYTLFDLAH TTGSTVMRAL SWEFPNDPTL 
781  AAVETQFMVG PAIMVVPVLE PLVNTVKGVF PGVGHGEVWY DWYTQAAVDA KPGVNTTISA 
841  PLGHIPVYVR GGNILPMQEP ALTTREARQT PWALLAALGS NGTASGQLYL DDGESIYPNA 
901  TLHVDFTASR SSLRSSAQGR WKERNPLANV TVLGVNKEPS AVTLNGQAVF PGSVTYNSTS 
961  QVLFVGGLQN LTKGGAWAEN WVLEW 
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6.1.2  Análisis de la formación de IMOS 
 
En la Figura 6.3 se muestran los productos recuperados de la incubación 
de células de S. cerevisiae que expresan el gen aglA con maltosa al 30 % como 
sustrato. Después de 8 horas de incubación, el único producto de reacción 
detectable en concentraciones significativas fue panosa. Este trisacárido se 
forma por transglicosilación entre dos moléculas de maltosa, una de ellas 
actuando como donadora de glucosa y la otra como aceptora. El residuo 




Figura 6.3 Perfil de productos obtenidos con S. cerevisiae BY4741_AglA y la cepa control 
transformada con el vector de clonación, a partir de maltosa. Las células fueron 
incubadas con maltosa al 30 %, a 50 °C, durante diferentes tiempos. Los azúcares 
recuperados en el sobrenadante fueron analizados por HPLC. (A) Compuestos patrones. 
(B,C) BY4741_AglA después de 8 y 24 h, respectivamente. (D) Cepa control después de 
8 h. Los picos de los patrones corresponden a: (1) glucosa, (2) isomaltosa, (3) 
isomaltotriosa, (4) maltosa, (5) panosa y (6) maltotriosa. 
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formando un enlace (1→6). A pesar de que glucosa y panosa se producen en 
concentraciones equimolares en la reacción de transglicosilación, es de resaltar 
que no detectamos glucosa entre los productos, lo que indica que el 
monosacárido es consumido por la levadura durante este primer periodo. Tras 
un periodo más largo de incubación, 24 h, el producto predominante de 
transglicosilación fue isomaltosa. Adicionalmente se detectaron panosa e 
isomaltotriosa, en cantidades más bajas pero significativas. En este punto 
también se detectó la acumulación de una cantidad significativa de glucosa, 
probablemente porque tras 24 h de incubación a 50 °C, las células ya no estaban 
metabólicamente activas y no podían continuar consumiéndola. Además, otros 
compuestos, correspondientes a picos no identificados, eluyeron a tiempos de 
retención más largos. Presumiblemente se trata de IMOS de tipo (1→6) de 
mayor grado de polimerización. 
Se realizó un seguimiento de la cinética de producción de IMOS a 
diferentes concentraciones de maltosa. La Figura 6.4A muestra que la 
producción inicial de panosa incrementa rápidamente, a velocidades similares 
para las diferentes concentraciones de maltosa, alcanzando un máximo (400 
mM después de 20 h para 60 % de maltosa) que luego decrece. La cinética de 
consumo de la maltosa mostró una caída inicial lineal, con pendientes similares 
para las diferentes concentraciones de sustrato (Figura 6.4B). La formación de 
isomaltosa y glucosa solo se detectó usando altas concentraciones de maltosa y 
con tiempos de incubación largos (Figura 6.4C,D). Después de un retraso inicial, 
ambos azúcares se acumularon progresivamente. El hecho de que la isomaltosa 
se forme en el punto en que comienza la acumulación de glucosa, sugiere que 
la isomaltosa es un producto de transglicosilación con la glucosa como molécula 
aceptora, y no un resultado de isomerización de la maltosa, lo que sería un 






Figura 6.4 Cinética de la síntesis/hidrólisis de diferentes azúcares por la cepa 
BY4741_AglA a partir de maltosa. Las células de levadura fueron incubadas con tres 
concentraciones de maltosa: 10 % (280 mM), cuadrados azules; 30 % (800 mM), círculos 
verdes; y 60 % (1.6 M), triángulos naranjas. Los azúcares resultantes fueron analizados 




en la que a diferencia de lo que ocurre cuando se utiliza la levadura, la glucosa 
no es secuestrada del medio, no se observó el retraso en la síntesis de 
isomaltosa en comparación con la producción de panosa (Ma et al. 2017; 




Figura 6.5 (A) Modelo del sitio catalítico de la -glucosidasa de A. niger. Los residuos 
catalíticos D660 (nucleófilo putativo) y D490 (ácido/base putativo) están resaltados en 
azul. (B) Complejo con isomaltosa. (C) Complejo con panosa. La glucosa en el extremo 
reductor está coloreada en rosa, y los potenciales puentes de hidrógeno con este 
residuo están resaltados con líneas discontínuas. 
 
En la Figura 6.5 se muestra un modelo de la -glucosidasa de A. niger 
acoplada con isomaltosa o panosa en el centro activo de la enzima. El modelo 
fue ajustado para superponer la orientación de los residuos catalíticos (Asp490 
y Asp660, nucleófilo y ácido/base putativos, respectivamente) con los 
correspondientes residuos de la -glucosidasa de la remolacha (Beta vulgaris; 
PDB id 3WEO). Se asumió que la disposición de los residuos catalíticos debe ser 
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la misma en ambas proteínas porque catalizan la misma reacción, y el grado de 
identidad de ambas secuencias (37 %) aumenta a un valor cercano al 80 % si solo 
se consideran los residuos probablemente involucrados en la interacción directa 
con el sustrato. El modelo muestra la formación de isomaltosa y panosa y 
sugiere un sitio para el acoplamiento de la molécula aceptora (glucosa o 
maltosa). 
 
6.1.3 Anclaje de AglA a la superficie celular de S. cerevisiae  
 
Los cultivos transformantes de la cepa BY4741 que expresan el gen aglA 
secretan la -glucosidasa al exterior celular. La actividad enzimática aparece 
distribuida aproximadamente en partes iguales en el sobrenadante y asociada a 
células, lo que dificulta la recuperación de la enzima en cantidades útiles para 
su uso posterior. La fijación de la enzima a la superficie celular permite un uso 
directo de la biomasa de levadura como un agente catalítico en la síntesis de 
IMOS, una metodología que ha sido descrita para la síntesis de otros 
oligosacáridos (Marín-Navarro et al. 2015b). Para conseguir una fijación 
cuantitativa y estable, en este trabajo se construyeron dos versiones de AglA, 
fusionada con la secuencia completa o parcial de la proteína Sed1 de S. 
cerevisiae. Sed1 es una proteína anclada a la pared celular, mediante un 
mecanismo mediado por glicosilfosfatidilinositol (GPI). Se trata de una proteína 
abundante, inducida por estrés, que ha sido usada de forma satisfactoria como 
vehículo para fijar otras proteínas a la pared celular de levaduras (Van der Vaart 
et al. 1997; Inokuma et al. 2015; Shimoi et al. 1998). En la Figura 6.6A se observa 
que en las cepas que producen las -glucosidasas híbridas con Sed1, casi la 
totalidad de la actividad enzimática apareció unida a las células y solo una 
cantidad mínima fue detectada en el medio de cultivo. La cepa transformante 





Figura 6.6 Actividad enzimática de células de levadura que expresan la -glucosidasa de 
A. niger en las versiones silvestre o híbridas fusionadas a la secuencia Sed1 completa 
(Sed1A) o parcial (Sed1B). (A) Análisis de la actividad -glucosidasa, secretada al medio 
de cultivo (barras naranjas) o asociada a células (barras verdes). (B) Actividad -
glucosidasa asociada a células, inicial y remanente, después de varios periodos de 24 h 
de incubación de las células a 50 °C y pH 5.5. Las barras de error corresponden a la 
desviación estándar de triplicados. 
 
una actividad enzimática más alta comparada con la versión completa de Sed1 
(AglA_Sed1A). Una consecuencia práctica de la unión covalente de la enzima a 
la superficie celular se presenta en la Figura 6.6B. Las células que expresan las 
-glucosidasas híbridas con Sed1 pueden ser reutilizadas en reacciones 
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consecutivas tipo batch sin mayor pérdida de la actividad, en comparación con 
las cepas que expresan la versión silvestre de AglA, cuya interacción con la 
superficie celular es menos fuerte. 
 
6.1.4 Síntesis de panosa o isomaltosa por transglicosilación en función del 
aceptor del grupo glucosilo 
 
Como se ha mencionado anteriormente, los resultados de la Figura 6.4 
indican que la glucosa y la maltosa pueden actuar como aceptores del grupo 
glucosilo en la reacción de transglicosilación. Es decir, cuando la maltosa es 
usada como sustrato a tiempos cortos de reacción, es el único aceptor 
disponible y se produce panosa como producto de transglicosilación. Cuando la 
reacción progresa y se acumula glucosa en el medio, este monosacárido 
también puede actuar como molécula aceptora y se produce isomaltosa. Para 
confirmar que la isomaltosa se forma por transglicosilación, con la glucosa como 
aceptor, y no por isomerización directa de la maltosa, se ensayó la producción 
de IMOS a diferentes ratios iniciales de glucosa a maltosa (Figura 6.7). Para este 
análisis, las levaduras transformantes que expresaban AglA_Sed1B fueron 
preincubadas a 50 °C durante 24 h, para evitar la interferencia del consumo de 
glucosa por el metabolismo celular. Como muestra la Figura 6.6B, la -
glucosidasa producida por AglA_Sed1B se mantiene unida de forma estable a la 
superficie celular y permanece activa tras largos periodos de incubación a 50 °C, 
por lo que las células pretratadas, con un metabolismo atenuado, pueden ser 
utilizadas como fuente de enzima. Con las células pretratadas a 50 °C, y 
posteriormente incubadas durante 5 h con maltosa, se acumuló una gran 
cantidad de glucosa (≈ 200 mM) y se obtuvo un alto rendimiento de isomaltosa 
(≈ 60 mM), incluso en ausencia de glucosa exógena añadida. Si la isomaltosa se 
formara por isomerización de la maltosa, un incremento en la concentración 
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inicial de glucosa no mejoraría la producción de isomaltosa. Nuestros resultados 
(Figura 6.7A y Figura 6.4C) indican una correlación directa entre la formación de 
isomaltosa y la concentración de glucosa en el medio, lo que apunta a un 
mecanismo de transglicosilación. Usando células pretratadas, después de 1 h de 
incubación con maltosa, el ratio de isomaltosa a panosa fue de 0.2 y el mismo 
valor se obtuvo para el ratio de glucosa a maltosa. Cuando el ratio inicial de 
glucosa a maltosa se incrementó a 1:1 o 4:1, el rendimiento de panosa bajó y el 
de isomaltosa subió (Figura 6.7). En ambos casos, el ratio de isomaltosa a panosa 
después de 1 h de incubación fue equivalente al de glucosa a maltosa. Estos 
resultados sugieren que glucosa y maltosa compiten por el mismo sitio de unión 
en la enzima, actuando como aceptores del residuo glucosilo para sintetizar 
isomaltosa y panosa, respectivamente. Sin embargo, ambos productos tienen 
cinéticas diferentes a tiempos prolongados de incubación. La panosa alcanzó 
una concentración máxima antes de ser degradada (Figura 6.4A y Figura 6.7B), 
y la isomaltosa se acumuló progresivamente (Figura 6.7A), lo que indica que la 




Figura 6.7 Cinética de producción de isomaltosa (A) y panosa (B) por células de levadura 
transformadas con AglA_Sed1B. Las reacciones se realizaron por incubación de células 
pretratadas (50 °C, pH 5.5 duante 24 h) con diferentes mezclas de maltosa y glucosa: 
300 mM de maltosa (cuadrados azules), 300 mM de maltosa y 300 mM de glucosa 
(círculos naranjas), y 300 mM de maltosa y 1.2 M de glucosa (triángulos verdes). 
CAPÍTULO III 
137 
6.1.5 Síntesis de otros productos de transglicosilación usando diferentes 
aceptores 
 
Se ensayó la capacidad transglicosilante de la -glucosidasa de A. niger 
incubando células tratadas (por preincubación a 50 °C pH 5.5 durante 24 h) de 
la cepa transformante AglA_Sed1B con diferentes moléculas aceptoras. Como 
aceptores a probar se utilizaron dos antibióticos (kanamicina y estreptomicina), 
un polialcohol (sorbitol), dos disacáridos (celobiosa y lactosa) y diferentes 
monosacáridos (galactosa, xilosa y fructosa). En la Tabla 6.1 se presenta un 
resumen cualitativo de los resultados obtenidos. 
 





Kanamicina No No 
Estreptomicina No No 
Sorbitol Si 1 
Celobiosa Si 2 
Lactosa No No 
Galactosa Si 1 
Xilosa Si 1 
Fructosa Si 1 
a Productos de transglicosilación diferentes de panosa, isomaltosa e 
isomaltotriosa. 
 
La kanamicina no dio lugar a ningún tipo de producto de reacción. El 
resultado obtenido indica que el antibiótico inhibe por completo la actividad de 
la enzima. El efecto inhibitorio de ciertos antibióticos sobre glicosidasas, 
específicamente -glucosidasas, ha sido descrito en otros estudios (Lee et al. 
2007). La estreptomicina dio un perfil de productos igual al que genera la enzima 





Figura 6.8 Perfil de productos obtenidos por transglicosilación tras 1 h de incubación a 
50 °C, pH 5.5, de AglA_Sed1B con diferentes mezclas de maltosa 100 mM  – y cada uno 
de los potenciales aceptores indicados junto al gráfico a una concentración de 200 mM. 
Los números sobre los picos corresponden a los siguientes compuestos: glucosa (1); 
isomaltosa (2); maltotriosa (3); maltosa (4); panosa (5); sorbitol (6); celobiosa (8); 
productos de transglicosilación con celobiosa (9 y 10); sorbitol (7), galactosa (11), xilosa 
(12), fructosa (14); fructosa (13). En F el disacárido lactosa co-eluye con isomaltosa, y en 
G y H los monosacáridos galactosa y xilosa, respectivamente, co-eluyen con glucosa. 
 
antibiótico no funciona como aceptor del grupo glucosilo, pero tampoco afecta 
a la actividad de la enzima. Los demás aceptores probados, excepto la lactosa, 
generaron nuevos productos de transglicosilación. El perfil de los productos 
obtenidos, incluyendo los productos de hidrólisis y transglicosilación con una 





La producción industrial de IMOS es llevada a cabo por la acción 
combinada de enzimas hidrolíticas y transferasas que actúan sobre almidón 
produciendo una mezcla compleja de -glucósidos (Madsen et al. 2017; 
Sorndech et al. 2017a; Basu et al. 2016). Aunque en términos generales se 
considera que los IMOS tienen efectos prebióticos y otros beneficios para la 
salud (Goffin et al. 2011; Sorndech et al. 2017b; Li et al. 2009), la naturaleza 
heterogénea y variable de las preparaciones comerciales dificulta atribuir los 
efectos benéficos a compuestos específicos. El desarrollo de nuevos 
procedimientos para la producción de IMOS de composición definida, 
específicamente panosa e isomaltosa, es un objetivo biotecnológico importante, 
debido a los usos actuales y aplicaciones potenciales de estos compuestos 
(Fernandes & Rodrigues 2007; Erhardt et al. 2017; Mäkeläinen et al. 2009). En 
este trabajo se plantea un procedimiento para la producción a bajo coste de 
panosa e isomaltosa de grado alimenticio, usando una cepa de levadura 
ingenierizada que lleva una -glucosidasa unida covalentemente a la pared 
celular. Además, la producción de panosa o isomaltosa puede ser modulada por 
el ratio de los azúcares aceptores (maltosa o glucosa) presentes en la reacción. 
A partir de los resultados obtenidos se concluye que la isomaltosa se 
forma por transglicosilación y no por isomerización intramolecular de la 
maltosa. El residuo glucosilo unido a la enzima en el complejo intermediario de 
reacción, puede ser transferido a otra molécula aceptora. Dependiendo de si 
ésta es glucosa o maltosa, se sintetizarán isomaltosa o panosa, respectivamente. 
Este es un resultado reseñable, ya que otras glicosil hidrolasas que actúan por 
un mecanismo de retención, tienen actividad isomerasa, como por ejemplo la 
trehalosa sintasa que cataliza la isomerización intramolecular de maltosa a 
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trehalosa, pero es incapaz de incorporar glucosa añadida de forma exógena 
(Zhang et al. 2011). Un caso relevante es el de la -galactosidasa LacZ de 
Escherichia coli. Esta enzima convierte la lactosa en alolactosa por una reacción 
de isomerización, en la cual la glucosa y la galactosa producidas por la hidrólisis 
de lactosa, antes de dejar el sitio activo de la enzima, son unidas nuevamente 
pero con un enlace distinto (Wheatley et al. 2013). LacZ también es capaz de 
catalizar la transglicosilación de un residuo galactosilo a glucosa exógena 
añadida a altas concentraciones. La diferencia entre los mecanismos de 
isomerización y transglicosilación es importante desde un punto de vista 
biotecnológico. Si la síntesis de isomaltosa fuese por isomerización, isomaltosa 
y panosa se formarían a la vez. Sin embargo, nuestros resultados indican que, 
en ausencia de glucosa, la panosa es el único producto de transglicosilación 
(Figura 6.4), pero cuando la concentración de glucosa incrementa, desplaza el 
mecanismo hacia la producción de isomaltosa (Figura 6.7). 
El rendimiento de panosa e isomaltosa a diferentes ratios de glucosa a 
maltosa, indica que ambas moléculas, maltosa y glucosa, compiten con similar 
eficiencia como aceptores glucosilo a las concentraciones ensayadas. Sin 
embargo, una vez formadas panosa e isomaltosa, su evolución posterior es 
notablemente diferente. La panosa alcanza un máximo y luego declina, mientras 
que la isomaltosa incrementa con el tiempo (Figura 6.7). Este resultado se 
explica por la alta afinidad de AglA por panosa como un sustrato para hidrólis, 
en comparación con la isomaltosa (Ma et al. 2017). Otros datos refuerzan esta 
observación. La Figura 6.5 muestra el modelo estructural de la -glucosidasa de 
A. niger acoplada con panosa en el centro activo. El residuo glucosilo en el 
extremo reductor de la panosa puede formar tres puentes de hidrógeno 
putativos con D225, S495 y H596, lo que favorecería una estabilización adicional 
para la formación del complejo enzima-sustrato, en comparación con la 
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molécula de isomaltosa, la cual es equivalente a la panosa excepto por el 
mencionado extremo glucosilo. Estos tres residuos están conservados en la -
glucosidasa de Schwanniomyces occidentalis, la cual tiene un perfil de productos 
similar a AglA (Song et al. 2013). Curiosamente, H596 es sustituido por Ser en la 
-glucosidasa de Xanthophyllomyces dendrorhous, la cual sintetiza panosa y 
maltotriosa con eficiencias similares (Gutiérrez-Alonso et al. 2016). Esto sugiere 
que el subsitio representado por estos residuos esta involucrado en la 
especificidad de producto de la enzima. Los resultados indican además que el 
sitio activo de AglA es lo sufientemente flexible como para utilizar diferentes 
aceptores del grupo glucosilo (distintos de maltosa y glucosa). El perfil de 
productos de transglicosilación de la enzima se ha ampliado al usar sorbitol, 
celobiosa, galactosa, xilosa y fructosa como aceptores. Los resultados obtenidos 
son solo semicuantitativos, ya que no se dispone de los patrones de los 
productos de transglicosilación. 
En conclusión, este estudio presenta un procedimiento simple para la 
producción de IMOS (específicamente panosa e isomaltosa) con alto 
rendimiento. El sistema de unión de la enzima a la superficie celular permite la 
implementación de un proceso “one-pot”, en el cual la biomasa de levaduras 
puede ser utilizada y reciclada como un agente catalítico para la producción de 















1. Se ha obtenido y analizado el complejo de enzimas celulolíticas 
producido por Trichoderma reesei en condiciones de fermentación 
sólida. Dicho complejo hidroliza celulosa generando glucosa y celobiosa 
como productos finales. La acumulación transitoria de celobiosa 
confirma estudios previos en los que se concluía que la actividad-
glucosidasa secretada por el hongo es limitante para la hidrólisis total 
de la celulosa. 
 
2. La sacarificación y fermentación simultánea de papel, utilizando el 
cóctel celulolítico de T. reesei y una levadura recombinante que secreta 
una -glucosidasa de Saccharomycopsis fibuligera, produjo 
rendimientos de etanol significativamente superiores a los obtenidos en 
las mismas condiciones, con una cepa de levadura silvestre. Los niveles 
de celobiosa acumulados con la levadura silvestre fueron bajos, pero 
aún a concentraciones inhibitorias para las celobiohidrolasas. Sin 
embargo, la cepa recombinante hidroliza eficazmente la celobiosa, 
consiguiendo una degradación de papel más rápida. 
 
3. La metodología de sacarificación y fermentación acopladas propuesta 
en esta tesis produce rendimientos de etanol mayores al 7 %, 
sensiblemente superiores al 5 %, valor considerado como límite inferior 
para que la destilación del alcohol sea económicamente viable. 
 
4. Se han obtenido distintos transformantes de levadura que coexpresan 
el gen de una -glucosidasa intracelular y el de un transportador de 
azúcares. La baja actividad celobiasa de la -glucosidasa de 
Hanseniaspora guillermondii resultó limitante para el crecimiento en 
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celobiosa del transformante correspondiente, mientras que el 
crecimiento de cepas con las -glucosidasas de Paenibacillus polymixa y 
Neurospora crassa se vio limitado por el transportador de celobiosa. 
 
5. Se ha analizado la capacidad de distintos transportadores de azúcares 
de Trichoderma reesei para conferir a transformantes de S. cerevisiae 
que expresan una -glucosidasa intracelular, la propiedad de crecer en 
celobiosa y se compararon los resultados con los del transportador de 
celobiosa PoCdtC de Penicillium oxalicum. De las diez permeasas 
analizadas, sólo una de ellas (Tr_StrC) mostró capacidad significativa 
para conferir crecimiento en celobiosa. 
 
6. Se ha comparado la capacidad de fermentar celobiosa de una cepa de 
Saccharomyces cerevisiae que produce la -glucosidasa extracelular de 
Saccharomycopsis fibuligera con las de otras cepas que expresan una -
glucosidasa intracelular y un transportador de celobiosa. La hidrólisis 
extracelular dio lugar a un consumo más rápido de celobiosa y a 
mayores rendimientos de etanol que la intracelular. Asimismo, la 
hidrólisis extracelular fue más eficiente para la sacarificación y 
fermentación simultánea de celulosa. 
 
7. Se han obtenido y caracterizado transformantes de Saccharomyces 
cerevisiae que expresan el gen de la -glucosidasa de Aspergillus niger. 
Estos transformantes secretan la enzima al medio extracelular, si bien 
la mitad de la actividad permanece adherida a la superficie celular. Se 
han establecido condiciones en las que la actividad enzimática 
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producida por la levadura produce cantidades elevadas de 
isomaltooligosacáridos, particularmente panosa e isomaltosa. 
 
8. Se ha conseguido fijar la -glucosidasa de Aspergillus niger a la pared 
celular de Saccharomyces cerevisiae mediante la fusión con la proteína 
SED1 portadora de una secuencia de anclaje por glicosilfosfatidilinositol. 
Esta estrategia permitió una inmovilización estable de la enzima y la 
reutilización de las células de levadura como material catalítico.  
 
9. Las cepas de levaduras que expresan la -glucosidasa de Aspergillus 
niger sintetizan isomaltooligosacáridos mediante un mecanismo de 
transglicosilación, utilizando como sustrato donador maltosa y como 
sustratos aceptores maltosa o glucosa, para generar específicamente 
panosa o isomaltosa, respectivamente. La panosa sintetizada es a su vez 
sustrato de la enzima lo que hace que su producción alcance un máximo 
en el tiempo para después degradarse. El perfil de productos obtenidos 
se puede modificar en función de si la cepa de levadura se encuentra 
metabólicamente activa o no, del tiempo de incubación y de los ratios 
de maltosa a glucosa utilizados. Además, el enzima puede utilizar 
aceptores alternativos como sorbitol, celobiosa, galactosa, xilosa y 
fructosa, abriendo la posibilidad de generar una amplia variedad de 
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